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A Contribution to the Cell-physiologic Analysis of Growth 
and Morphogenesis in Fern Prothallia 


By 
Lotte Reuter 


Botanical Laboratory, University of Pennsylvania 
With 8 Text-Figures 


(Received April 30, 1952) 


Fern prothallia have often been the object of investigations dealing with 
the problem of Morphogenesis in living systems, which is one of the most 
important problems of Biology. On the one hand these investigations were 
directed to ascertain the influence of certain external factors (light, gravita- 
tion, different chemical compounds eic.) on the development of the external 
form of the prothallia (Klebs 1893, 1917, Linsbauer 1926a, Orth 1954, 
1937, Bussmann 1939, Kaufhold 1944, Hurel-Py 1946, 1947, Sosso- 


untzow 1950a, b etc.); on the other hand the problem of the regenerative 
capacity of different parts of the prothallia seemed to be of great interest 
(Nagai 1914, Linsbauer 1926b, Lawton 1932, 1936, Albaum 1938a, b). 
The results of these investigations led to the assumption that within the 
prothallia there exists a cellular continuity. The concept of this cellular 
continuity is now more clearly defined by the line of research chosen by 
Sinnott and Bloch 1945, 1946). Sinnott and Bloch introduced the 
term “Cytoplasmic pattern” and say the essence of histological differentia- 
tion both in the normal process of development and in regeneration is an 
establishment of such intercellular patterns or fields in the cytoplasm of 
groups of contiguous cells. As to the position of one single cell within this 
field of continuity it is given on the one hand by a system of genically 
determined cell polarities, on the other hand by a physiologic system which 
is mostly influenced by enviromental conditions. According to the literature 
three different explanations of this field of correlation could be given: 


1. The investigations on regeneration carried out by Linsbauer (1926b) 
and Albaum (1938a, b) tend to assume that this field of correlation consists 
of chemical gradients which are determined by attraction centers according 
to the concept of Goebel (1902) and represents reciprocal action of sub- 
stances, on the one hand formed by synthesis in the basic region, on the 
other hand by the growth substances of the apical region. 
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2. The electrophysiologic investigations of Lund (1947) carried out with 
different organs of higher plants would aim for an explanation of the 
correlation field within the prothallia of the ferns in the sense of a bio- 
electric field which is the result of the electric polarities of the single cells. 

3. The cell-physiologic investigations within the scope of a protoplasmatic 
anatomy (Weber 1929, 1934, Reuter 1949) trend to a correlation field in 
a colloid-chemical sense, an assumption which is based on the observation of 
osmotic gradients within the prothallia of ferns (Gratzy-Wardengg 
1928). 

As to the growth conditions within the correlation field of a fern pro- 
thallium the quantitative measurements of Albaum (1938a) are of most 
importance. Albaum (1938a) was able to find that during the normal 
course of development a constant ratio between the increase in length and 
breadth of the prothallia occur. The size of the smallest and the biggest 
cell in a prothallium is nearly independent of the size of the whole pro- 
thallium. Big and small prothallia differ only in the number of cells. The 
highest cell division activity takes place in the apical region, the most 
marked cell elongation in the central parts; the longest cells are found in 
the basic region. The greatest amount of growth occurs in the border cells 
of the prothallium, as Doepp (1927) has already found by means of marks 
placed on the prothallia. 

As to the development of adventitious prothallia, which grow from iso- 
lated basic parts of the prothallia their characteristic way of development 
shows a marked polarity, which is the result of the polarities | of the cells 
within the normal texture of the prothallium. 

The investigations to be described in this paper were conducted to give 
a better understanding of this correlation field of prothallia by trying to 
define it within the scope of the protoplasmatic anatomy. Prothallia with 
different rates of growth were used for these comparative investigations. 
The investigations were not limited to fully developed prothallia but were 
also intended to follow the unfolding of this correlation field during the pro- 
cess of development of the prothallia. Therefore the following program was 
set up for these investigations: 

1. Germination and morphogenesis. 

2. Observation of plasm-configuration and the qualities of the nucleus 
and the plastides. 

3. Determination of the osmotic pressure. 

4, Investigation of permeability. 

5. Behavior of the cells against dyes. 

6. Investigation of the resistence of the different cell types. 


The investigations were carried out in 3 different series. 

1. Investigations-series A: prothallia were grown in dispersed light. 

2. Investigations-series B: prothallia were grown under the influence of 
a markedly reduced intensity of light. 

3. Investigations-series C: prothallia were grown under the influence of 
an increased intensity of light. 
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Object and Method 


The object of the investigations was Dryopteris parasitica grown in the 
greenhouse of the Botanical Department of the university of Pennsylvania 
in Philadelphia. The spores used for the cultures were taken from fern 
leaves with mature sporangia which were carefully scraped off the leaves. 
The material was squeezed through a finely porous lens paper applying only 
a very light pressure; by these means the spores were separated from the 
remainder of the sporangia. The culture of the spores was carried out on 
an agar cultur medium. Following the investigations of Linsbauer 
(1926a,b), Gratzy-Wardengg (1928) and Orth (1936) a 1.5% agar 
solution was used for this purpose. This agar solution was prepared by a 
short boiling of 1.5g agar with 10cc nutrition solution and 90cc distilled 
water. The solution was poured into the petri discs destined for the cultures. 
The petri discs had a diameter of 9cm and were filled with 30 cc each of the 
agar solution. As to its essential ingredients, the nutrition solution was 
prepared following the prescription of Hoagland and Shive (Seifriz 
1938, p. 246) taking into consideration only the solution A and leaving out of 
consideration the solution B which contains important trace elements. 

The composition of solution A was as follows: 


ee per liter 


Molar concentration of the solution 
WMI. 5 irs 6 begs, done ke Ue lace wen 1 
RRR Pina. Oe ea te a aa ole edgar ie ag 5 
Ca(NO3)o i eres 5 ee ee er ee te he ae 5 
WE. 6 ee win eck Righeia eae Wp eer ans 1 
0.5/9 FeCl. te ie ee Sr cae) or Sr ar ea a ee ee ae 1 


The sowing of the spores was made through the fine lens paper to gain 
a homogeneous not too compact distribution of the spores all over the whole 
surface of the culture medium. Then the cultures were kept under the 
following conditions: 

1. Series A: the petri discs were placed in the greenhouse exposed to 
dispersed light. 

2. Series B: the intensity of light was markedly reduced all other con- 
ditions being constant. 

3. Series C: the intensity of light was markedly increased all other con- 
ditions being constant. 

The temperature for all three series was the same, 30° C. 


1. Germination and Morphogenesis 


According to Orth (1936) during the development of the prothallia the 
following stages were distinguished: 

1. Germination. 2. The stage of the filamentous protonema, in which cell 
divisions take place only in one direction. 3. The flat prothallium which 
begins with the setting in of cell divisions in different directions and for 
which the formation of the vertex cell is of special importance. 


1* 
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Series A 
Cultures in dispersed light 


Under these conditions the spores of Dryopteris parasitica develop in the 
following way (Fig. 1): 

1. Germination: About 10 days after the sowing on the culture medium 
the first cell grows out of the spore. 

2. Stage of protonema: During the following 2 or 3 days the stage of 
protonema consisting of 3 or 4 cells develops. 

3. Stage of prothallium: It begins with the formation of the vertex cell. 

This formation usually takes place in 


re, the following way: the last cell of the 
acces protonema (to this cell we must pay 
a <2 a the most interest as the following cell- 

d physiological investigations could show) 


axa ® is divided by a longitudinal cell wall 

" : and each of these two cells are divided 

by a transversal wall into two more 

f cells. In one of these tip cells an 

a lh oblique cell wall is now formed; by 

e this means the descendants of the 

tip cell become the “side branch” 

(“Seiteniast” following Orth 1936) 

and give origin to the vertex cell, 

whereas the descendanis of the se- 

cond tip cell go on continuing—so to 

speak—the protonema by forming cell 

walls only in a transversal direction. 

These cells represent the “main branch” 

9 following Orth (19356). The vertex 

Fig. 1. Morphogenesis of the pro- Cell now begins its activity and gives 

thallia in series A. a) protonema, b) origin to cells alternately on the right 

c) d) e) formation of the vertex cell, and on the left. It is the tip cell of the 

f) young prothallium, g) older pro- protonema and its first descendants 

thallium. which are of special importance in form- 

ing the pattern of the prothallium. 

The directions in which the cell divisions occur one after another are not at 

all fixed and they may vary under the influence of external factors as we 

shall show below, describing the experiments made with both markedly 

reduced and also increased intensities of light. Even in cultures kept under 

the same normal external conditions we could often observe that after the 

formation of the 4 cells at the tip of the protonema in the above mentioned 

way through a certain period of cell divisions two equivalent cell filaments 

situated side by side were formed. The formation of an oblique cell wall 

giving origin to the vertex cell occurs only later. 

For the cell-physiologic investigations it seemed to be advantageous to 

observe the following stages of development (Fig. 2): 


as oem 








i. The stage of the protonema with a segmentation in the cells 1, 2, 3 


and 4}, 
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2. The stage of a young prothallium in which we could distinguish besides 
the filamentous protonema within the flat part 


the zones I, IT and III. 


3. The stage of an older prothallium in which 
we distinguished, besides the filamentous proto- : 
2 


®) 
nema within the flat part, the zone I, II, IIT and IV. \f 
b 
c 


Series B 


Cultures under the influence of a markedly re- Fig. 2. Scheme of the 


duced intensity of light 


Under these conditions the germination begins 
about one week or 10 days after the sowing (Fig. 3). 
The developing protonema consists of cells, pro- 
gressively different as to their stage of development. 


different zones distin- 
guished in the stages of 
development of series A. 
a) protonema, b) young 
prothallium, c) older pro- 
thallium. 


These differences, however, are overcome in a short 
time by the quick elongation of the cells under the influence of the markedly 


—— 


>) 


a 
Fig. 3. Morphogenesis of series B. a) normal 
protonema, b) elongated protonema, c) rami- 
fication cell (elongated or spherical shaped), 
d) branched off cell-filaments (unequivalent 
and equivalent). 


reduced intensity of light. 
Within a short time the cells 
gain a much larger length than 
in series A. The _ ratio 
between length and breadth 
of these protonema cells is 
5:1, or even more, whereas it 
is 2:1 in series A. The quick 
elongation stops soon, and the 
protonema consisting of very 
much elongated cells is kept 
for 5 till 6 weeks without any 
change. Only after this time 
does the development set in 
again. It begins by a cell di- 
vision in a direction other than 
the usual direction. In the 
first of the examined proto- 
nemata a mode of division 
shown in Fig. 3¢ was observed. 
Afterwards this mode of di- 
vision was changed by what 
perhaps may be explained as 
a consequence of the higher 
intensity of light given to the 


1 Usually the protonema consists out of 4 cells, but in the cultures there could 


always be found protonemata consisting of a greater or smaller number of cells. 
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cultures in their daily examination under an illuminated microscope. Under 

these circumstances a cell of a nearly spherical shape is formed at the end 

of the protonema. The new membran formed within this cell can show a 

more or less oblique position. The following cell divisions occur again 

absolutely transverse to the longitudinal axis of the cells so that two 

filaments of cells result which meet in an angle of 30°—90°. Klebs (1917) 

was able to observe similar forms in his prothallia grown under markedly 

reduced intensity of light. A comparison of these prothallia with the pro- 

thallia grown under normal conditions enables us to identify the filaments 

of cells on the one hand with the main branch, and on the other hand with 

the side branch of the normally developed prothallia. Under the conditions 

of series B the second oblique cell wall, which gives origin to the vertex cell 
does not occur. 

For the cell-physiologic investiga- 

RY ye tions the following stages of develop- 

2 3 “ ment were used: 

1. Normal protonemata with the 

segmentation in cells 1, 2, 3 and 4, 

meaning the above defined early stage 

of the development of a protonema. 

On the basis of the morphologic qua- 

lities of the single cells we may assume 

that they are each in a different stage 


a of development. 
Fig. 4. Morphogenesis of series C. 2. The elongated protonemata with 
a) protonema, b) and c) formation of the segmentation in the cells i, 2, 3 
the vertex cell, d) prothallium. and 4, meaning a protonema in which 


the process of elongation has stopped. 

3. The stage of forming the ramification within the characteristic end-cell 

of the protonema; to this cell we must pay special attention showing the 
marked differences of its form. 

4. The ramified cell filaments which are, according to the angle under 

which they meet, supposed to show differences in their stage of development. 

Within these cell filaments the cells following one after the other were 


marked with I, II, III, IV ete. 


Series C 


Cultures under the influence of markedly increased intensity of light 


The germination begins under these conditions about one week after the 
sowing. The stage of protonema is characterized by very much shortened 
cells (usually the cells are more broad than long) (Fig. 4). The longitudinal 
cell division so important for the development of the flat prothallium occurs, 
under the conditions of series C, very often within the third cell of the 
protonema. In series A during the further development it was possible io 
make a distinction between a main-and a side branch. With series C, 
however, such a distinction is not so easy because after the longitudinal 
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division the cells behave absolutely equally as to the formation of transverse 
or oblique cell walls. The faint asymmetry of the prothallia of series A is 
not so marked here and is replaced by a nearly perfect bilateral symmetry. 

According to series A the following stages of development were 
distinguished in the experiments: 


1. The stage of protonema with the segmentation in the cells 1, 2 and 3. 

2. The stage of a young prothallium with the same segmentation as with 
series A. 

3. The stage of an older prothallium with the same segmentation as with 
series A. 


2. Observation of the plasm configuration and the qualities of the 
nucleus and the plastides 


One of the most striking facts during the development of the different 
cells within the prothallia of Dryopteris parasitica was the observation of a 
marked polarity of the plasm configuration 
of the different cells (Fig. 5). This is a be- 
havior common to all cells within all 3 se- 
ries. This polarity could be observed with 
untreated cells and becomes clearer after 
plasmolysis in the characteristic way in 
which the protoplast detaches from the cell 
walls (“Plasmolyseform und Plasmolyse- b 
ort” Weber 1929b, c). This polarity may be fig. 5. First protonema cell. 
observed particularly in the first cell coming a) beginning of plasmolysis in 
out of the spore. When the process of elon- 1 mol glucose, I younger and 
gation sets in within this cell, the protoplasm, II older stage, b) cellular 
the nucleus and the most of the plastides gradient. 
gather at the top of the cell: If such a cell is 
plasmolysed, we can detect at the apical end of the cell a negative spot of 
plasmolysis, which supports the assumption of an intimate contact between 
plasm and cell wall at the tip of the growing cell. If the cell afterwards is 
in the stage in which within a certain distance from the distal end of the cell 
a transverse cell wall is formed, the plasm moves away from the tip and 
gathers at the spot where the new cell wall is to be formed. With plasmo- 
lysis cells of this stage show a positive spot of plasmolysis at the tip. The 
phase following immediately the formation of the new membrane is 
characterized by the close contact of the plasm with both ends of the new 
formed membrane. This behavior is so common for all cells of the prothallia 
that it is possible to identify the most recent cell membrane within a cell 
without any difficulty by the occurrence of a negative spot of plasmolysis. 
If this newly formed cell wall has developed to a certain degree, then the 
plasm in the new formed cell gathers again at the apical end. At the same 
time the contact at the base gets looser. This loosening is in correlation with 
the behavior of the original cell. For—after having formed the new cell 
wall—in the original cell the plasm now detaches more easily from the distal 
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membrane of the cell. In connection with this behavior the contact at the 
basic membrane of the cell gets closer and closer. In general during the 
development the following rule results for a single cell: in the early stages 
of development a close contact is evident between plasm and membrane at 
the distal end of the cell; in the late stages of development a close contact 
is evident between plasm and membrane at the base of the cell, and between 
these states we find a more or less indifferent stage with the contact nearly 
equal at both ends of the cell. In this respect the observations by Noll 
(1903) with Siphoneae, which were proved by others on different types of 
cells with apical growth, seem to be interesting. 
Noll (1903) states that the embryonic plasm 
characterized by certain morphologic qualities 
is always migrating to the tip. For an explana- 
tion of this observation Noll hat te assume the 
formation of an embryonic state within a part 
of the protoplast. 

On the basis of many observations on the pro- 
thallia cells of Dryopteris parasitica we have to 
¢ assume that such a differentiation between an 
Fig. 6. Three characte- apical embryonic part of the plasm and a basic 
ristic cell stages. a) cell Somatic part which is further developed occurs 
capable of dividing. b) cell” in the cells of Dryopteris parasitica in the same 
plastic in differentiation, way. Between these both extremes we find all 

c) cell differentiated. kinds of transitional states. The observations on 

the qualities of the plastides seem especially to 
support this assumption. Very often we were able to deteci fully developed 
plastides in the base—especially with elongated cells—while at the same time 
at the tip of the cell plastides of a still undeveloped stage could be found. 

Besides the observation of- the plasm configuration, the shape and the 
position of the nucleus and the qualities of the chloroplasts within the 
different types of cells were especially observed (Fig.6). As to the shape of 
the nucleus there were found spherical, oval and in cells developed under 
certain conditions even spindle shaped forms. The plastides were either 
more or less oval or polygonal. There was either a uniform density of 
distribution in which case the chloroplasts do not show a great capacity for 
phototactic reaction, or the plastides were non uniformily arranged, a 
behavior which is always combined with a great mobility of the plastides 
under phototactic stimuli. These qualities of the nucleus and the plastides 
are in correlation with the configuration of plasm. In general, in young 
cells capable of division, spherical nuclei were found; within grown up 
cells, oval; and in elongated cells, spindle shaped ones. The arrangement 
of the plastides is correlated to the polarity of the cell. Only within cells 
of an intermediate stage of development could a more or less homogeneous 
arrangement of the plastides be observed. These cells are characterized, as 
we were able to show above, by no marked polarity. In this case the photo- 
tactic mobility of the plastides is very great. As to the content of amylum 
of the cells, it is not possible to give quantitative data only by staining the 
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amylum grains with Jodchloralhydrat because the volumes of the different 
cells differ too much. Therefore we could not get an exact proof as to wether 
there were gradients in the content of amylum within a prothallium or not. 
The assumption however that such gradients exist corresponding to the 
different stages of the development of the different cells seems to be founded. 


In Fig. 7 the polarity of the cells of series A and B is shown schema- 
tically by arrows. To be able to mark the polarity conditions of the single 
cells within the correlation field of the whole prothallium more exactly, we 
distinguished the 3 following directions in normal prothallia: 

1. radial polarity, 

2. medial polarity, 

3. tangential polarity . 

With series A and C the polarity conditions shown 
schematically in Fig. 7 are valid. With series B we can 
only speak of a medial and a tangential polarity cor- 
responding to the special form of the prothallia deve- 
loped under these circumstances. Here cells with radial Fig. 7. Polarity of 


polarity are never formed. the different cells 
within the corre- 
3. Osmotic value lation field of the 


whole prothallium. 
The first cell-physiologic gradients which were de- a) radial <-> 


tected on fern prothallia are the osmotic gradients within’ b) medial <o> 
the prothallia of Nephrodium filix mas and Struthiop-_ c) tangential «+ 
teris germanica (Gratzy- Wardengg 1928). According 

to her investigations the osmotic gradient between the base and meristem is 
formed by the vertex cell by giving higher osmotic values to the later formed 
segments than to the earlier formed segments. For the investigations on the 
osmotic value within the prothallia of Dryopteris parasitica the method of 
threshold-plasmolysis in graduated solutions of glucose was used. In the 
tables the values gained for the different parts of the prothallia are given 
in mol glucose. 


Series A 





protonema young prothallium older prothallium 





1 | 2 | 3 | 4 prot} 1 | I | Wi |pro. I | 0 | mm IV 





mol | 
glucose . | 0.25 | 0.30 | 0.35 














0.40 | 0.25 | 0.30 | 0.35 | 0.40 | 0.25 | 0.30 | 0.40 | 0.45 | 0.50 


In accordance with Gratzy- Wardengg (1929) osmotic gradients could 
be observed in the protonema and in the stage of prothallia as well in the 
sense that the youngest cell still capable of division shows the highest 
osmotic value whereas the oldest cell possess the lowest osmotic value. 
Comparing the different stages of development, we can see that the gradient 
within a young prothallium does not show essential differences. With older 
prothallia the gradient as a whole is a little bit higher. 
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From the resulis obtained we may conclude that corresponding to the 
progressing development and with the increase in the number of cells, the 
osmotic differences between 2 contiguous cells decrease more and more. 





Series B 
normal elongated ramification | equivalent branched 


protonema protonema cell off cell-filaments 

1/2) 3|4]1 | 2] 8 | 4 Jelong|spheric.|prot.| I | 1 | m1 | IV 

mol | | | | | | 

glucose}0.30 | 0.32 | 0.35) 0.40 0.40 | 0.40 | 0.40 | 0.40 0.40 | 0.50 | 0.25 
| | | | | 























0.28 0.30 | 0.40 | 0.45 


Under the circumstances of series B the developing protonema shows in 
the beginning an osmotic gradient too. Later, when the elongated proto- 
nemata are developed, as described above and growth has stopped, the 
osmotic gradients are compensated too. If under the influence of.a small 
intensity of light a spherical ramification cell is formed, then this cell shows 
a higher osmotic value than the other cells. If the ramification however 
takes place in an elongated cell, then this cell does not differ very much from 
the other cells as to the osmotic value. As to the osmotic conditions of the 
ramified cell-filaments, they show a normal gradient from the tip to the base. 
With cell-filaments which seem to be equivalent as to their morphology 
these osmotic gradients were absolutely equal. With cell-filaments different 
as to their morphology the osmotic gradients show differences, and the 
shorter the filament, the greater is the gradient between apex cell and 
base cell. 


Series C 





protonema 
1 | 2 | 8 |prot, I | 1 | WM prot.) 1 | | mM | IV 


young prothallium older prothallium 














| | | | 
mol glucose. . | 0.35 0.40 | 0.45 | 0.35 | 0.37 | 0.40 | 0.45 | 0.35 | 0.37 | 0.40 | 0.42 | 0.45 


With this series it was striking that in the stage of protonema as well as 
in young and older prothallia the base cell shows relatively high osmotic 
values. The cells in series C are, also assumed from the observation on the 
morphology of the cells, in a relatively early stage of development. The 
gradient within the whole prothallium then is smaller between apex-and 
base cell. 


4. Permeability to Urea and Glycerin 


It is a well known fact that there exists a clear correlation between the 
permeability qualities of a cell and its state of development (Weber 
19351a,b, Marklund 1936, Reuter 1949). Besides investigations of whole 
permeability series, the permeability ratio between Urea and Glycerin was 
often used to characterize the permeability of a cell. In his critical 
investigations on permeability series Bogen (1949) has pointed out that the 
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differences in the permeability of Urea and Glycerin of a cell can not be 
explained without taking into consideration that there also exist differences 
between these two substances in the hydration of the surface of the plasm. 

The only purpose of the investigations with Dryopteris parasitica was to 
find a possibility of characterizing the physiologic state of a cell. Prelimin- 
ary experiments had shown that marked differences between the various 
types of cells exist in the time of deplasmolysis in Urea-and Glycerin 
solutions. So we tried at first to determine comparatively the permeability 
of the plasm for these two substances. The question as to wether these 
differences in the plasm are only caused by primary differences in the 
permeability or wether they are also influenced by differences in the 
behavior with hydration was, for the present investigation, not too im- 
portant. Héfler (1930) and Huber and Héfler (1930) have shown that 
we can draw conclusions, as to the water permeability from the rate of plas- 
molysis also; the time necessary to reach the state of perfect plasmolysis 
seems to be in correlation with the viscosity of the plasm (Weber 1929b). 

In the following tables the time of deplasmolysis of the cells for 1 molar 
Urea and for i molar Glycerin is given respectively. In table 3 the times 
of plasmolysis in 1 molar glucose is given. From these data we are able to 
draw conclusions as to the water permeability and the viscosity of the 








plasm. 
Series A 
Permeability to Urea 
Time of deplasmolysis in 1 mol Urea 
protonema young prothallium older prothallium 
9 | 3 ‘| 4 | prot. i os” m | prot.| « | m | iv 











40—50 | 30—40 | 20—30 | 15—20] 30—40 | 20—30 | 15-20 10-15 | 60—90 | 30—60 30-35 | 25—30 | 20—25 
min. min. | min. | min.| min. min. min. min. min. min. min. m 


Permeability to Glycerin 
Time of deplasmolysis in 1 mol Glycerin 














protonema young prothallium older prothallium 
1 .|. 2 | 8. | 4. | peot. | 1. | 0 Ii | prot. I nu | @ | Ww 
15—30 | 10—15 0 o | 40-60 | 20-40 0 0 2-3 | 1-2, 10-15 | 3-5 2-3 
min. | min. min. min. hrs. hrs. min. min. min. 


Permeability to Water 
Time of plasmolysis in 1 mol glucose 








protonema young prothallium older prothallium 
1 ae ek ae i oe oe Ue, n | wm prot. | I Il tl IV 
5—10 10—15 15 20 5-10 15 20 20—30 | 5—10 10 10 10—20 20—30 
min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. min. 








As to the permeability of Urea and Glycerin the resulis show that the 
youngest cell possess the highest permeability to Urea and Glycerin whereas, 
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with the progressing development, the permeability for both substances 
decreases markedly. A comparison of both substances shows that the degree 
of this change in the permeability with progressing development varies 
markedly for both substances. While the youngest cells are more permeable 
to Glycerin than to Urea, the fully developed cells are more permeable to 
Urea than to Glycerin. It is this difference in the degree of permeability 
which gives us the possibility of easily determining the state of development 
of a cell by finding the ratio of the permeability of Urea to that of Glycerin. 
The experiments with 1 molar glucose showed that longer times of plas- 
molysis exist in younger cells, a fact which supports the assumption that 
there is in younger cells a closer contact between plasm and membrane and 
a smaller water-permeability. 


Series B 


Permeability to Urea 
Time of deplasmolysis in 1 mol Urea 























+ 1 ted . ramification equivalent branched off 
unneethy . = cell cell-filaments 
1 2 3 4 1 2 | 3 | 4 {felong.|spheric} prot.| I | I | MW | IV 
T 
15—20 10-15] 7—10 | 5—7 ]15—20!15—20 | 15—20|15-20] 15 | 5 15—20| 15—20| 10—15 | 7—10 | 5—7 
min. min. | min. | min.}| min. | min. | min. | min. | min. | min. | min. | min. | min. | min. | min. 


Permeability to Glycerin 
Time of deplasmolysis in 1 mol Glycerin 


























+ , _ + ramification equivalent branched off 
normal pe bd ¥ cell cell-filaments 
1 2 ae > = eT 3 | 4 |elong.|spheric.| prot.| 1 | Mm | m | IV 
7—10 | 5—7 | 2~3 | 2-3 |15—20 | 15—20| 15—20/ 15—20] 15 9 [15-20 5—7 | 5—7 | 2-3 |2-8 
min. | min. min. | min.]| min. | min. min. min. | min. min. min. | min. | min. | min. 


A comparison of the results of series B to the results of series A is diffi- 
cult, because as a whole the dark cultures show, as compared to the light 
cultures, a great increase in the permeability of both Glycerin and Urea. 
Because of this great increase the differences in permeability between the 
different types of cells become less and less pronounced. In spite of this 
fact weak gradients could be observed in normally developed protonemata 
for Urea as well for Glycerin. These gradients were cancelled in the state 
of the elongated protonemata by a general decrease of the permeability. 
This observation fits well in the results of the experiments on the osmotic 
values of the cells. The ramification cell has, if it is an elongated cell, a 
permeability of the same order of magnitude as the other protonema cells, 
but generally speaking its permeability seems to be a little bit higher. If 
the ramification cell is spherical shaped it has a special high permeability. 
The branched off cell-filaments again show normal gradients of permeability. 
In this respect, according to the investigations on the osmotic value, equal 
gradients were found within morphologically equal cell-filaments, and 
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different gradients in morphologically different cell-filaments. This in- 
dicates that the shorter the cell-filament is, the greater the gradient.- As to 
the observations on the water permeability. and on the viscosity of the cells 
in series B, no detailed data may be given. Under the circumstances of 
series B and in consequence of the very close contact between plasm and 
membrane plasmolysis may produce serious injury to the surface of the 
plasm. Therefore well defined differences in the time of plasmolysis between 
the different cells could not be found. 


Series C 
Permeability to Urea 
Time of deplasmolysis in 1 mol Glycerin 








protonema young prothallium older prothallium 
1 2 3 prot. | I n | m@ prot. | «| nt | m | iv 
40-50 | 30—40 | 20-30] 30-40 | 20-30 15—20 | 10—15| 60—90 | 30—60 | 30-35 | 25—30 | 20-25 
min. min. | min. min. min. min. min. min. | min. | min. min. | min. 








Permeability to Glycerin 


Time of deplasmolysis in 1 mol Glycerin 





protonema young prothallium older prothallium 








: Sane ae 3 prot. I Ir | Wil prot. I II Ti IV 





| | | 


0 0 | 0 [20min.|}5 min. 0 | 0 | 20min.| 10min. 5 min.| 0 | 0 








Under these circumstances the results are similar to the resulis of 
series A. Indeed the total gradient is not as great as in series A. This 
supports the concept that the cells of the whole prothallium under the 
circumstances of series C are in a relatively less developed stage than the 
cells of series A. The results of the experiments on the behavior of plas- 
molysis in 1 molar glucose agree almost completely with the results of 
series A so that here giving the accumulated data for this case is not 
necessary. : 

Summarizing the experiments on permeability we can say that a com- 
parison of the results is in a certain way difficult because of the fact that 
the cells whose permeabilities are to be compared show differences in their 
osmotic value and in their size. So, in the state of perfect plasmolysis, 
differences as to the degree of plasmolysis result in the different types of 
cells. We have, however, a good reason to assume that the differences of 
time of deplasmolysis cannot be caused only by the differences in the 


osmotic value. With normally developed prothallia such marked differ- 


ences, especially as to permeability of Glycerin, were found between the 
meristematic cells and the cells of the base that they could not be explained 
only by the relatively small differences in the osmotic value. For a more 
detailed investigation of this question future experiments are planned with 
differently concentrated solutions of Urea and Glycerin, the concentrations 
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of which solutions are to correspond with the osmotic conditions of each 
single cell. 


5. Behavior of the cells to dyes 


The reaction to dyes was early used for characterizing cells and paris 
of cells; the creation of the new staining methods using graduated p, series 
we owe to Strugger (1957, 1949). By choosing different p, values it ‘is 
possible to let the dye act on the one hand as an ion, on the other hand as 
a molecule. With living material and with preserved material differences 
in the possibilities of staining result. Without paying attention to the 
different attempts of finding a satisfactory explanation for the different 
types of staining, we can state that for the staining of living cells the 
permeability of the plasm and the presence of certain of the dye staining 
substances within the cell are first of all essential; whereas with preserved 
material the electric charge of the various parts of the cell is at first of 
great importance. For investigations dealing with the analysis of tissues 
as they were planned for the prothallia of Dryopteris both investigations 
with living cells as well as with killed ones seemed to be necessary. 

Strugger (19357, 1949) was able to show for living cells that when 
using a basic dye, as for instance neutral red, within the acid range when 
the dye is present in the form of a dye cation, a staining of the negatively 
charged membrane is gained by electro-adsorption. In the neutral range, 
when the dye is not dissociated, the molecule of the dye may penetrate into 
the interior of the cell and be the cause of a staining of the cell sap. To 
what an extent the gained staining is dependent of the physiologic state 
of each single cell could be shown with the leaf of Helodea (Strugger 1949, 
p. 146). By staining with neutral red it was found that young growing cells 
are not able to take up and stain with the dye, whereas grown up cells are 
capable of an intensive staining. These differences in the behavior cause 
characteristic staining gradients which correspond to the zones of cells in 
different stages of their development. 

With fixed and preserved Helodea-leaves Drawert (1938) could also 
prove the existence of gradients of stainability. Drawert (1937a, b) 
elaborated a method for determining the IEP, that is the isoelectric zone 
of plasm, nucleus and plastides. This method consists of using two different 
dyes, an acid and a basic one, in graduated py, ranges. At the p, where the 
isoelectric zone of the cell-organ concerned is reached, the dye cannot be 
retained further by electro-adsorption and therefore no staining occurs. 
With the leaf of Helodea Drawert (1938) was able to show that this iso- 
electric zone of the different parts of the cells is correlated with the degree 
of differentiation to the cell. As to cell membranes, Drawert (1938) found 
that the lower the isoelectric zone the younger the membrane was. This 
may be explained by the high protein content of young membranes. As to 
the other parts of a cell as a whole the IEP seems to be higher in young 
cells than in grown up cells; in this respect of course differences in perme- 
ability of cells in different stages of development may be of great import- 
ance in these investigations. 
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For the staining experiments with the prothallia of Dryopteris parasitica 
the method described by Strugger (1937, 1949) was used. 

For characterizing the single cells within the prothallia of Dryopteris 
parasitica on the basis of preliminary experiments the following kinds of 
staining seemed to be advantageous: 

1. Vital staining of the cell sap with neutral red. 

2. Staining of the cell content of cells preserved in 70% alcohol with 
ioluidinblue. 

3. Staining of the cell content of cells preserved in 70% alcohol with acid 
fuchsin. 


4. Staining of the content of preserved cells with methylgreen acetic 
acid. 


For the preparation of the graduated p, ranges the following standard 
solutions were used: 


1. Neutral red solution in a concentration of 1: 1000 and acid fuchsin and 
ioluidinblue solutions in a concentration of 1 : 2000. 
n/i0 HCL. 
Standard Buffer Solution I: 1/15 mol KH,PO,,. 
Standard Buffer Solution I: 1/15 mol Na,HPO,,. 
Siandard Buffer Solution III: 1/15 mol K,PQ,. 


The composition of the p, ranges used is given in the following table: 


yim yin 


Quantity of the standard solution in cc 








Py | n/10 HCI | “GaN sia | mM =| H,0 + Stain 
2.0— 2.2 95 | O05 | ~ lice 80 + 10 
3.4— 3.9 0.5 9.5 = ~ 80 + 10 
4.6— 4.9 “ 10 eee ete 80 + 10 
5.6— 5.7 ~ 9.5 eg ee 80 + 10 
5.8— 6.1 _ | 9 1 — 80 + 10 
6.3— 6.5 oe 8 2 |S ee 
7.0— 7.1 ae ee pee” ais 80 + 10 
7.5— 7.6 hee 2 8 ae 
8.0— 8.3 = 45 SS Be 80 + 10 
9.8—10.1 * 5 Ores ee | 80+ 10 

10.7—10.8 So 3 a eee | 80+ 10 





Vital staining of the cell sap with neutral red 


Neutral red is dissociated as far as about p, 6.3. Within the range of 
Py 6.3 to 7 it occurs as a molecule of the dye base. For preliminary inves- 
tigations the whole p,, series shown above was used. By this means we could 
observe the special behavior of the rhizoids and the papillae occurring only 
in old prothallia. These show an extremely high permeability to neutral 
red both in the form of an ion and in the form of a molecule as well; for 
within all p, ranges an intensive staining of the dye within the cell sap was 
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observed. This rapidly appearing diffused staining of the cell sap lasts 
only a few minutes, changing soon to a non-homogeneous coloration 
(“Kriimmelfarbung”) which is, especially in strongly acid p, ranges, 
brought to an end after few minutes by lethal injuries. The younger the 
cells are the more serious are these injuries. 


Series A 
Neutral red 




















protonema young prothallium older prothallium 
Oe ace pe 4] prot. |) 1 | m/ mt] prot. |) or | | mi viv 
5.6—5.7 | | | | 
6.365 ¥ Pee cies ree re | | 
TAA. 1 A) ee Sol. al Ce ee 











Corresponding with the above resulis with Elodea we could show within 
the prothallia of Dryopteris parasitica that only those cells which are far 
advanced in their development are capable of staining with the dye. In 
the stage of protonema none of the cells have already reached this stage 
of development. Therefore, with neutral red at different p, ranges no vital 
staining was gained. Within young prothallia the cells of the protonema 
are nearly absolutely grown up, whereas within older prothallia the cells 
of the protonema and the cells of zone I are in this advanced state of growth. 
On the basis of these results it is possible to use vital staining with neutral 
red within a p, range of 6.3 to 7.1 to identify the cells with finished growth 
within the different forms of prothallia. 


Series B 


Neutral red 























ss normal prot longated prot — bah ee bese gg off 
oad Mieke Sas Aa eh Wee. 3 4 |elong.|spheric prot. I | I | mM | IV 
5.6—5.7 | | 
6.3-6.5|++ ++ ttt) ++ +4 [tt] 4+ - [+4 44] F 
wo-aaft+ ++ J+esitss tteltt][e+  — [+4lat 


In series B the resulis of the experiments on vital staining with neutral 
red showed that within both normal developed protonemata and the rami- 
fied celi filaments there exist gradients. These gradients are removed in 
elongated protonemata. The ramification cell shows, corresponding to its 
shape, a different behavior. If it is elongated a staining of the dye occurs 
which is not the case if it is spherical. 
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A special behavior common to all cells formed under the conditions of 
series B is the fact that the diffused staining of the cell sap changes very 
quickly into a non-homogeneous staining of the cell sap which -may be ex- 
plained by the low resistence of the prothallia grown under the influence 
of a markedly reduced intensity of light. 


Series C 
Neutral red 

















protonema young prothallium older prothallium 
om 1 | 2/3/41] prot | 1|m| mi] prot | 1 | m|miive 
5.6—6.7 | ge | | | 
6.3—6.5 , or eg ie 2 | one ee I e3 
BbeBtr protic fo foie | +++ beifaed +++ vied 











The staining of the cell sap of the cells developed under the conditions 
of series C occurs very seldom. The results of the experiments on vital 
staining support very well the concept that the cells of the prothallia of 
series C are as a whole in a relatively early stage of their development. | 
This was already presumed on the hasis of the results of the experiments 
on the osmotic value and on permeability. 


Staining of the cell content of cells preserved in 70% alcohol with toluidinblue 


Toluidinblue is dissociated far within the basic range to p, 10. Similar 
to the behavior of the cells against vital staining with neutral red, the 
rhizoids and the papillae of old prothallia also show a special high stain- 
ability for toluidinblue within all py, ranges. Within the other prothallium 
cells, with toluidinblue, a clear staining of the membrane, the nucleus, and 
the plastides can be gained within certain p, ranges. A delicate distinction 
beiween the occurrence of a staining of the nucleus and of the plastides 
was sometimes not easy with the cells of Dryopteris parasitica—especially 
within very young cells because of their high plastides content. Therefore 
we decided not to give more details of our experiments with the differential 
staining of the different. parts of the cell with toluidinblue. We restrict 
ourselves to speak in the following description only about the staining of 
the whole cell content without distinguishing in each case between the 
occurrence of a staining of the nucleus, the plastides and the plasm. 

As to this staining of the whole content of the cells we observed 
generally speaking in the prothallium cells of Dryopteris parasitica that 
the younger cells stain the dye in a lower p, range than the older ones, 
which does not agree with the results Drawert (1937a,b) gained with the 
leaves of Helodea. Besides these general statements it was striking that 


Protoplasma, Bd. XLII/1. 2 
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within certain paris of the prothallium a staining of the cell content never 
occurs regardless of the applied p, range (Fig.8). This result agrees with 
the results gained by Drawert (1937a,b) with the leaf of Helodea. 

Therefore 


Fig. 8. Gradients in a normally developed pro- 
thallium by staining with toluidinblue. 


cells of Dryopteris parasitica by treating them with toluidinblue or acid 
fuchsin do not show the uniformity we found with our experiments on the 
osmotic value and on permeability. These qualities seem to be only caused 
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besides the 


degree of the development 
of a cell other factors seems 
to be of importance in the 
staining of the cell content 


with toluidinblue. 
results were gained with 
acid fuchsin, 


Similar i 


as will be 


described later. Because the | 6.: 


occurence of a staining is 
caused by different factors, 


the results gained with the 


by the degree of development of the cells concerned. 


Series A 


Toluidinblue 


















































protonema young prothallium older prothallium 

te rae | Pe eee FS ae il oi bid ult om | ow 
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ey Pare ae aa: eae ere rere ee Ferer Parr rarer ore a 





In the stage of protonema within low p, ranges only the tip cell is 
siained; with increasing p, ranges, from py 7 up, the whole filament is 
stained. In the stage of a prothallium in low p, ranges only the meristem 
on the front end of the prothallium is stained; with increasing p, the 
stained border zone increases more and more in area, until (this value 


depends on the age of the examined prothallium) it closes almost to a circle. 
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Within the protonema cells of the prothallium a staining occurs only at a 
relatively high p,. Within a certain area in the center of the prothallium 
a staining could not be observed at any py. This unstained area decreases 
more and more, however, with increasing py. 
































Series B 
Toluidinblue 
c normal protonema ell Le a oe 
| % 3 | 4 1 | 2 | 38 | 4 |elong.| spheric.) prot. Lt 5 ee ae 
6.3— 6.5 | + J-|-{/-!-]-| + | | + 
Zo? See a eS SSS SEES ee ee Ree 
m-76| | + | ++ |+++ fan ee el ee Me es boty hie | ++ 
80-83] + p++ | +4 [+44[-)-|-|- — |+++ baits Nissen ++ | ++ 
os—toi|++ | ++ |+++(+++ =|-|-[= Pp. las] + 144194 /[44| +4 
o7—08 [444/44] — |4+41-[-| Ca He oo PFs Pra res RS rey EOS 


The results of series B showed staining gradients for normal protonemata 

and for the ramified cell-filament; the elongated protonemata do not show 

a staining within any of the examined p, ranges. The ramification cell is 

— not stained if it shows the form of an elongated cell; if it is spherical its 
content is stained within a wide py range, as usual for meristematic cells. 

V It was however striking that in the special form of prothallia grown under 
the conditions of series B we never could find an equivalent for the un- 
stained zone within the prothallia of series A. This fact supports the 
assumption thai this unstained part of the normal prothallium is not caused 
r+ OE by certain physiologic qualities of the cells dependent of their state of 
development, but rather by certain qualities of the cuticula of the cells of 


ie 

ore the central part of a normally developed prothallium. 

as Series C 

its For series C the resulis were very similar to series A. Therefore we need 
sane not give the data. The py ranges were shifted to a lower p, value, which 
% can be explained in this case too by a relatively undeveloped state of the 


single types of cells. 


Staining of the cell content of cells preserved in 70% alcohol with acid 
fuchsin 


Acid fuchsin as an acid dye never shows a staining of the negative mem- 
brane, therefore in this case the staining of the cell content was also 
observed. Preliminary investigations had shown that staining only occurs 
in strongly acid ranges, therefore only p, ranges between 2.0 to 6.0 were 


used. 


2* 
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Series A 
Acid fuchsin 
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The results are similar to the results gained with toluidinblue. There 
can be proved on the one hand differences in the behavior of young and old 
cells as especially shown in the stage of protonema and, on the other hand, 
for the fuily developed prothallia there is characteristic the appearance of 
an unstained part within the center of the prothallium. In this case there 
seems, however, to exist a more clear correlation between this unstained 
zone and the physiologic state of the cells. For in the state of protonema 
some cells, apparently in a certain stage of their elongation, do not show 
a staining. 


Series B 


Acid fuchsin 
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For series B, in the same way, the appearance of unstained center cells 
is valid both in the state of a normally developed protonema and in the 
ramified cell-filaments. In the elongated protonema cells a staining does not 
occur, whereas the ramification cell may show a staining or not dependent 
of iis physiologic state. 


Series C 


The results of series C are nearly just the same as in series A, therefore 
we do not give the data. The p, values are shifted a little bit to the more 
acid range than in series A. 
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Staining of the content of preserved cells with methylgreen acetic acid 


Series A 
Methylgreen acetic acid 
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For all three investigations series it could be shown in the same way 
that—neglecting the rhizoids and papillae which take up and stain the dye 
quickly—only the young cells capable of division stain the dye. We were 
able, by neutral red, to characterize cells in the last state of their 
development, and with methylgreen to identify cells in the earliest stage 
of their development. 


6. Investigation of the resistence of the different cell types 


The investigations with graduated p,, series showed great differences in 
the resistence of the single cells according to their degree of differentiation. 
The younger the cells are the quicker they show lethal injuries in strongly 
acid buffer solutions. The resistence qualities of the single cells could also 
be proven by experiments with 20% ethylalcohol. The prothallia were put 
into the ethylalcohol for 2 to 20 minutes and afterwards the stage of injury 
was determined by plasmolysis in 1 mol glucose. In the following tables 
for the different types of cells the duration of lethal action is given. For all 
three of the investigation series it was shown that there exist marked 
differences of resistence which vary with the state of development of the 
cells. The younger the cells are the more sensitive they are to the action 
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Series A 
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of injuring substances. An exception is represented by the elongated cells 
of the protonemata grown under the circumstances of series B as they show 
a special high sensitivity to this destructive action though they are in a very 
highly progressed state of their development. As to the ramification cell, 
in the experiments on resistence there were found no marked differences 
between the two characteristic forms, the elongated ramification cell or the 
spherical ramification cell. In both cases mentioned the ramification cell is 
characterized by a high sensitivity. In this case, however, the assumption 
is obvious, on the basis of the above mentioned cell-physiologic observations, 
that in the first case it is a decrease of the resistence as is characteristic for 
cells grown in the dark and in the second case it is the small resistence as is 
characteristic for young cells still capable of division. 


Discussion 


It seems advantageous to discuss the results of the cell-physiologic in- 
vestigations with the prothallia of Dryopteris parasitica in three different 
parts: 

I. Results with prothallia grown under conditions which are supposed to 
be normal. 
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II. Comparison of these results with the results obtained with prothallia 
under changed conditions. . 

III. Attempt to refer all the obtained results to the results of the ex- 
periments on regeneration with fern prothallia described in the literature. 


I. Paying attention at first only to the results of the investigations on fern 
prothallia, which were grown under normal conditions, we can summarize 
them into two points of view: 


1. Within the prothallia there are marked cell-physiologic gradients from 
the top to the base, which are a manifestation of the differently well pro- 
gressed degree of differentiation of the single cells and therefore are to be 
interpreted first of all as growth gradients. 

2. Within each single cell there exist gradients, too, which manifest them- 
selves in the polarity of the cells. This polarity is especially evident in 
young growing cells and exists here in a differentiation in an embryonic 
plasm at the apical end of the cell and a somatic plasm at the base of the 
cell. The plasm in the embryonic stage is considered to be more or less in- 
different while the somatic plasm is considered to be adapted to one or 
several particular functions both qualitatively and quantitatively. 

Goebel (1902) tried to characterize the essence of progressing differen- 
tiation by his concept, that the somatic cells are embryonic cells which 
became in a certain way “incrusted,” meaning an additional characteristic 
which gave them their characteristic “stamp.” The decrease of the develop- 
ment potential is according to this concept of Goebel, not based on its total 
cessation, but only on the fact that the possibility for further development 
becomes latent or obscure, an idea which is, as Linsbauer (1926b) pointed 
out, especially important for the understanding of the process of 
regeneration. In the case of the prothallia cells of Dryopteris parasitica the 
process of differentiation is characterized by the fact that the cellular 
gradients become gradually less when certain cell physiologic qualities 
which are characteristic for differentiated cells, are acquired. 

For the further understanding of the process of development of the fern 
prothallia the concept, which was already pointed out by Linsbauer 
(1925), seemed to be of importance that within the ontogenetic development 
of a multicellular organism we have to distinguish between a cytologic or 
cellular development and a histogenic development. If we try to apply 
these ideas to the process of development of the prothallia of Dryopteris 
parasitica it follows that only in the first protonema-cell can the process 
of the cytologic development be observed without any restriction. If by 
the formation of the new membrane within this cell the segmenting off of 
a second cell occurred, then these two cells are not, subjected only to the law 
ot cytologic development, but also at the same time to the law of the histo- 
' genic development. The cause of this histogenic development is to be seen 
in the fact that the original cell, as its differentiation increases after having 
segmented off the embryonic part of its plasm, becomes a functioning cell. 
The correlation of the cells which is of such an importance for the histogenic 
development is to be understood first of all as a correlation of chemical sub- 
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stances, that is that the differentiated cells take over the preparation of the 
nutritive substances while the cells capable of division produce the growth 
substances. The manifestation of this correlation as can be seen from the 
experiments on regeneration after plasmolysis by Nagai (1914), might occur 
hy means of the plasmodesmata. The assumption is obvious that with the 
prothallium cells of Dryopteris parasitica this correlation between cytologic 
and histogenic development (the results of which the formation of the 
gradients is to be regarded) receives its manifestation by the manner in 
which with the increasing number of cells, the rhythm between the elonga- 
tion of the cell and the formation of the new transverse membrane is 
changed. Under normal conditions the divisions occur in shorter and shorter 
periods so that the ratio between the length and the breadth of the cell 
approaches 1. If this point is reached then the development of the proto- 
nema stops and the divisions occur which are characteristic for the forma- 
tion of the flat shaped prothallium and orientated in another than in a 
transverse direction to the longitudinal axis of the cell. 


IJ. While up to now we paid attention only to the results with prothallia 
grown under normal conditions we shall try next to bring these results in 
harmony with the results obtained with prothallia grown under changed 
external conditions. Klebs (1917) has already pointed out in an account of 
his extended investigations on the morphogenesis with fern prothallia as in 
other publications too, that they are the quantitative changes in the external 
general and essential factors of life which realize the variety of morpho- 
genesis within plants. Sinnott, Dunn and Dobzhansky (1950) 
emphasize, dealing with the question “ genetics and development,” that one 
of the most important problems is the question of how the genotype is 
related to the developed character; and they accentuate, in discussing the 
development of form differences, that it is first of all the ratio between 
length and breadth of an organ which is genically controlled: “ Experiments 
indicate that it is this ratio rather than any particular ratio between 
dimensions that is genically controlled... Such differences in dimensional 
growth occur primarily during the period of cell division and are related 
to constant differences in the plane in which the cells divide. This in turn 
is evidently one manifestation of cell polarity. The genic control of shape 
in such cases therefore seems to be exercised through a control of cell 
polarity. The genic mechanism by which they are controlled are far from 
clear, hormone actions, differences in electrical potential and various other 
means for producing inequalities in growth have been suggested but without 
proof.” On the basis of these data we must regard for the morphogenesis 
of an organism or an organ first of all as essential: 

1. the ratio of the increase of length to the increase of breadth; 

2. the polarity of the cell in its correlation to the plane in which the cell 
divides, or to the direction in which the new cell wall is formed. 

By changing especially the conditions of light with the experiments on 
Dryopteris parasitica it was possible to influence the growth conditions of 
the single cells in a different way. With markedly reduced intensity of light 
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the prothallia show a distinct tendency to “étiolement™ which manifests 
itself in markedly elongated cells, while with high intensity of*light the 
disturbance of the correlation between the formed nutritive substances and 
the growth promoting substances produce short, broad, more or less isodia- 
metric cells. The question, so important for an explanation of the results 
obtained with the prothallia of Dryopteris parasitica, was wether there 
exists a correlation between the observed polarity of the single cells and the 
growth ratio. The results obtained with prothallia grown under normal 
conditions had already shown that a change in the direction in which the 
new membrane is formed occurs only if the dividing cell has a nearly isodia- 
metric form. With series B in which during the first couple of weeks only 
long cell filaments develop, never a cell membrane was formed in another 
direction than vertically to the longitudinal axis of the cell. If these cell- 
filaments were exposed to light, the above mentioned spherical shaped 
ramification cell was formed. Within this cell we were able to detect by a 
great deal of observations that there exists undoubtedly such a correlation 
between the polarity in the plane in which the new cell membrane is formed 
and the ratio between the length and the breadth. The more the ramification 
cell approached in its form an isodiametric shape, the more oblique was the 
position of the new cell membrane; the more the elongation of the 
ramification cell predominated the increase in the breadth, the more vertic- 
ally is the new cell wall orientated to the longitudinal axis of the cell. 

The observations with the cells of series C fit absolutely in this assump- 
tion. Under the conditions of light of series C the elongation is markedly 
reduced. Therefore within the 3rd protonema cell the characteristic ratio 
between length and breadth is often reached which makes the occurrence 
of a membrane in another direction than transverse to the longitudinal axis 
of the protonema possible. The prothallia formed under the conditions 
of series C show a marked tendency to forming oblique membranes. This 
tendency does not only manifest itself in the way in which the stage of 
protonema turns earlier to the stage of prothallium but also in the fact that 
a distinction between a main- -and a side branch is not so easily made as 
within series A because of the occurrence of oblique cell membranes in both 
branches and not only in the side branch as in series A. As to the shape of 
the newly formed prothallium this change in the developmental tendency of 
the cells becomes evident by compensating, under the conditions of series C, 
the fair asymmetry which occurs in series A by the differentiation in a 
main- and a side branch. Instead of this we find nearly a perfect bilateral 
symmetry. 

III. A comparison of these results with the results of the experiments on 
regeneration of fern prothallia described in the literature seems to be 
interesting. Both Linsbauer (1926b) and Albaum (1938a,b) were able 
io show that there is a marked difference in the process of regeneration, the 
question being whether the regenerating part of the prothallium includes a 
part of the actively growing meristem, or whether it only consists of the 
basic part of the prothallium. In the first case the marginal meristem 
continues growing and the differentiated cells of the prothallium do not 
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become embryonic. In the second case a perfect regeneration takes place 
because the already differentiated cells become embryonic. If we try now 
to bring in harmony these results with the results obtained with Dryopteris 
parasitica we have to assume that the cytologic and the histogenic tendency 
of the development are in a certain correlation. If we regard as the mani- 
festation of the cytologic differentiation the formation of the gradients 
within a single cell or the degree of its polarity, and as the manifestation of 
the histogenic differentiation the formation of the gradient within the whole 
prothallium, we can say that the more pronounced the cytologic differen- 
tiation of a cell the more actively it intervenes in the process of histogenic 
differentiation. In the same manner as the polarity of the cell is more or 
less cancelled out it becomes more influenced by the process of histo- 
genic development. If a cell is isolated from the correlation field of the 
whole prothallium, that is from the histogenic process of development, by 
means of certain treatments (injury, plasmolysis etc.), then even differen- 
tiated cells possess the capacity of again forming cellular gradients which 
are the prerequisite of a regenerative process. 


The investigations described in this paper have been made possible 
through a fellowship granted by the American Association of University 
Women and the author wishes to take this opportunity to publicly acknow- 
ledge their support and to express her sincere gratitude to them. The 
author is further indebted to Dr. W. Seifriz of the University of Pennsyl- 
vania, Botanical Department, who was so generous in providing working 
facilities for these investigations in the Botanical Department of the Uni- 
versity of Penn. 

Summary 


The cell physiologic investigations on the analysis of growth and 
morphogenesis of the prothallia of Dryopteris parasitica brought the follow- 
ing results: 

1. Within a normally developed prothallium there are pronounced 
gradients. These. gradients are to be regarded first of all as gradients 
of growth. For characterizing them the data for three special states of 
development given in table p. 27 may be used. 

2. With prothallia grown under changed conditions of light reacting to 
this change with a form different from the normal one (Fig. 3), we could 
show that morphologically equivalent cell-filaments possess also cell physio- 
logically equivalent gradients while morphologically unequivalent cell- 
filaments show also cell physiologically unequivalent gradients. 

3. On the basis on the one hand of the described investigations and on the 
other hand of the results on growth in fern prothallia cited in the biblio- 
graphy, the opinion is pointed out that in the process of morphogenesis 
there is a correlation between a cytologic and a histogenic tendency of 
development. A manifestation of the cytologic tendency of development is 
the formation of cellular gradients, while a manifestation of the histogenic 
tendency is to be regarded as the formation of the gradients within the 
whole prothallium. 
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Durch Schall verursachte Zellreaktionen und Gewebs- 
verainderungen in der Schnecke des Meerschweinchens 


Von 
Cl. F. Werner, Leipzig 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingelangt am 1. August 1952) 


Die Wirkung mechanischer Schwingungen von hoérbarer Frequenz auf 
den lebenden Organismus ist bisher von zwei verschiedenen Gesichts- 
punkten aus experimentell behandelt worden. Die Untersuchungen be- 
treffen auf der einen Seite die physiologischen Reaktionen und patho- 
logischen Veranderungen des Gehérorgans der Wirbeltiere und auf der 
anderen Seite die allgemeine Wirkung von Schall, die an-ein- oder mehr- 
zelligen Organismen (Bakterien, Daphnien usw.) erzielt wurde. Die beiden 
Gruppen von Versuchen standen bisher ohne Beziehungen zueinander. Das 
hat meines Erachtens den folgenden Grund. Die Versuche am Gehérorgan 
gingen seit den grundlegenden Experimenten Wittmaacks (1907) von 
der professionellen Schwerhirigkeit (,,Kesselschmiedetaubheit“) aus. Das 
Interesse konzentrierte sich daher auf die spezialisierten Zellen des Nerven- 
apparates, von denen die Hérfahigkeit in erster Linie abhangt. Aber dabei 
blieben andere Dinge unbeachtet, die von allgemeinerem Interesse sind. 
Ferner sind die tatsaichlichen Ergebnisse oft sehr schematisch im Sinne be- 
stimmter Hypothesen gedeutet worden. 

Inzwischen haben die exakten Versuche von Békésy (1943 und iltere 
Arbeiten) sowie die ausgedehnien Versuche von Wever und Bray und 
anderen amerikanischen Autoren iiber die physikalischen Vorginge in der 
Schnecke wichtige neue Ergebnisse gebracht. Es ist daher notwendig, das 
in Stagnation geratene Gebiet der experimentellen Schallschidigung von 
weiteren Gesichtspunkten aus wieder anzugreifen. Aus einer kritischen 
Ubersicht der bisherigen Ergebnisse (Werner 1940) ergaben sich zahlreiche 
Fragestellungen fiir neue Versuche mit dem Ziel einer genaueren Analyse 
der morphologischen Veranderungen in der Schnecke und der wirkenden 
Faktoren. Die vorliegende Versuchsreihe, iiber die ich zunachst berichte, 
befaft sich nach der Einwirkung verschiedener reiner Téne von hoher 
Amplitude und langerer Dauer vor allem mit den Veranderungen am nicht- 
nervésen Apparat. 














So cE twers > ee 








Cl. F. Werner: Zellreaktionen in der Schnecke des Meerschweinchens 31 


Material und Methoden 


Die Schallversuche wurden. 1943 in der elektro-akustischen Abteilung der Uni- 
versitaitsohrenklinik Berlin (Charité) durchgefiihrt. Ich bin dem damaligen Leiter 
der Abteilung, Herrn Diplomingenieur Dr. W. Geffcken, fiir den Aufbau einer 
geeigneten Apparatur zur Schallerzeugung (Schwebungssummer, Verstirker, Laut- 
sprecher) und Messung sowie seine Hilfe bei der Benutzung zu grofem Dank ver- 
pflichtet. 

Als Versuchstiere dienten Meerschweinchen von 250 bis 440g Gewicht. Das 
zwecks Schonung und ruhigerer Haltung mit Urethan vorbehandelte Tier befand 
sich in einem ca. 1m langen, starken Blechrohr von 24cm Durchmesser an einer 
Holzplatte dem Lautsprecher gegeniiber. Der Kérper des Tieres war hinter der 
Platte auf einem Brettchen aufgebunden, der Kopf derart durch eine Offnung hin- 
durchgesteckt, da& die Ohréffnungen sich unmittelbar vor der Platte befanden und 
dem dort herrschenden (durch die Reflexion erhéhten) Schalldruck ausgesetzt waren. 
Von einem Mikrophon, das unmittelbar iiber dem Kopf im Niveau der Ohréffnun- 
gen angebracht war, wurde zu den Mefgeriiten abgeleitet (Schalldruckmessung, 
Frequenzkontrolle, Oszillograph). 

Da noch keine exakten Tatsachen iiber die Rolle der Schallstirke bei verschie- 
dener Frequenz und Einwirkungszeit vorlagen, wurde die Dauer auf 15 Minuten 
festgesetzt und der Schalldruck der Schmerzgrenze (ca. 130 Dezibel, bezogen auf 
74 db =1 Mikrobar) angestrebt. Daher habe ich die Holzplatie samt Tier so lange 
im Rohr verschoben, bis der héchste Schalldruck, der bei der betreffenden Frequenz 
mit der gegebenen Apparatur erreichbar war, gemessen werden konnte: 


Frequenz: 250 500 1000 2000 4000 Hertz 
Schalldruck: 948 926 494 283 157 Mikrobar 
= 133 133,383 128 123 118 Dezibel 


Die Auswahl der Schalldrucke ist also zufillig, aber lag in durchaus giinstigem 
Bereich; iiberdies kam es bei diesen Versuchen vorerst auf reine Sinusschwingungen 
an, die am Oszillographen kontrolliert wurden. 

Die 20 Versuchstiere, je vier fiir die gleiche Frequenz, wurden 3 Tage nach dem 
Versuch vom Herzen aus mit Fixationslésung (Kaliumbichromat, Formol und 
Essigsiure) mit der 1940 beschriebenen Apparatur durchspiilt. Vom Celloidinblock 
wurden bei einer Schnittdicke von 15 kontinuierliche Serien angefertigt und mit 
Hamatoxylin (Delafield) und Eosin gefarbt. Eine graphische Rekonstruktion, iiber 
die an anderer Stelle berichtet werden soll, erméglicht es, die Schnittserien (je 
180—190 Schnitte, auf denen die Schnecke getroffen ist) restlos auszuwerten und 
die Zell- und Gewebsverinderungen in den verschiedenen Schneckenwindungen 
genau zu lokalisieren. 

Ergebnisse 


Die Ergebnisse entsprechen zum Teil den bekannten Erfahrungen, d. h. 
es treten umschriebene, in bestimmter Weise lokalisierte Schaden vor allem 
am Cortischen Organ auf. Die starke individuelle Variation, auf die schon 
verschiedene Autoren hingewiesen haben, zeigt sich besonders auffallig bei 
der Frequenz 500 Hz: Bei zweien der Tiere ist fast die ganze Cochlea vom 
vestibularen Anfang bis zur Spitzenwindung betroffen, wahrend die beiden 
anderen Tiere trotz der gleichen Einwirkung nur sehr geringe, auf die 
Mittelwindungen beschrinkte Veranderungen aufweisen. Bei den anderen 
Frequenzen sind die Verainderungen durchweg gering. Die Schalldrucke 
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liegen also fiir die Einwirkungsdauer von 15 min knapp oberhalb der 
Schwelle der mit heutigen Methoden nachweisbaren morphologischen Ver- 
tinderungen. Einige der Verinderungen an Zellen und Geweben sind noch 
nicht beschrieben, andere zwar bekannt, aber einer genaueren Beschreibung 
und anderen Deutung bediirftig. Ich beschranke mich im wesentlichen auf 
die qualitative Darstellung sicherer Schallwirkungen und den Versuch, ihre 
Ursachen aufzukliren. Fiir die Reihenfolge der betroffenen Zellen und 
Gewebe ist die Haufigkeit resp. die Schwere der Verainderung mafgebend. 


1. Protoplasmakugeln in den Hohlraumen des Cortischen 
Organs 


Eines der auffalligsten Kennzeichen des komplizierten Cortischen Or- 
gans sind interzellulare Hohlraume (Tunnel und Nuelscher Raum), die sich 
in spiraliger Richtung kontinuierlich durch das ganze Sinnesepithel er- 
strecken und von einer klaren Fliissigkeit erfiillt sind. Sauberkeit der 
Hohlraume ist Ausdruck ihrer normalen Beschaffenheit und wird als Be- 
weis einer gut gelungenen histologischen Fixation betrachtet. 

Die schwiachste Schallwirkung in der vorliegenden Versuchsreihe besteht 
im Auftreten kugeliger Gebilde im Tunnelraum. Diese sind ziemlich gleich 
grok (ca. 12—20 1), haben einen granulierten oder mehr homogenen Inhalt, 
der sich schwach mit Eosin farbt, und eine scharfe, anscheinend durch eine 
Membran bedingte Abgrenzung. Da vereinzelte dieser Kugeln einen Zell- 
kern enthalten, darf man die iibrigen als protoplasmatische Zellteile an- 
sprechen. Innerhalb eines Schnittes befinden sich gewohnlich nur eine, selten 
zwei oder mehr solcher Protoplasmakugeln. Sie liegen entweder auf den 
marklosen Nervenfasern, die den Tunnelraum durchqueren, oder auf dem 
Boden des Tunnels zwischen ihnen (Abb. 1). Auch im Nuelschen Raum 
zwischen den axialen Sinnes- und Deiterszellen und dem dufferen Pfeiler 
kommen diese Gebilde vor, aber sehr selten sind sie hier bei freiem 
Tunnelraum vorhanden. Liegt eine sehr starke Schadigung des Stiitz- 
geriistes und der Sinneszellen vor, so gehen die Protoplasmakugeln in der 
Gesamtheit der Zelltriimmer unter. 

Die Herkunft der Kiigelchen wird durch die folgenden Tatsachen auf- 
geklart. In der 2. und 3. Schneckenwindung, in denen die Kugeln fast aus- 
schlieflich vorkommen, haben die Deitersschen Stiitzzellen der inneren, 
nachst dem duferen Pfeiler gelegenen Reihe axialwarts gerichtete Fort- 
satze, die man nach ihrer Form als Kolbenfortsatze bezeichnen kann (Abb. 1). 
In den Schallpraparaten sind sie manchmal verlangert, manche bis an die 
Pfeiler heran oder sogar zwischen ihnen hindurch bis in den Tunnelraum. 
Es lassen sich alle Stadien des Abreiffens und nach Verlust des Kolben- 
fortsatzes an der Deiterszelle die Verletzung auffinden. Manche der ab- 
gerissenen Teile bleiben im Nuelraum liegen. Die anderen fallen in den 
Tunnelraum, wo sie sich abrunden. Vereinzelt scheinen auch Zellen aus 
der Umgebung der inneren Sinneszellen in den Tunnel zu gelangen. 

Nach Einwirkung kurzdauernder Schalle, auch von gréferer Intensitit, 
scheinen die Protoplasmakugeln nicht vorzukommen. Fiir ihre Entstehung 
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ist offenbar die hiaufige Wiederholung der Schallschwingungen niétig, die 
z. B. bei 1000 Hz und 15 Minuten insgesamt 900000 Doppelschwihgungen 
betragt. Die Kolbenfortsitze erleiden, da sie sich etwa parallel zur Basilar- 
membran erstrecken, durch das Auf- und Abschwingen eine wiederholte 
Schleuderwirkung. Es mag noch hinzukommen, daft sie bei Verlangerung 
auf die Pfeiler auftreffen und hier einer erneuten Reizung ausgesetzt sind, 
ferner daft sie zwischen den Pfeilern (Abstand ca. 6) abgeschert werden. 
Die erste Ursache bildet aber, so vermute ich, die wiederholte Bewegung, 
d. h. die Schallschnelle (nicht der Schalldruck). Man darf vermuten, dal 
die Kolbenforisaitze normalerweise eine Dimpfung der Schwingungen be- 
wirken und dafi dies die Funktion dieser sonst sehr schwer verstandlichen 
Bildung darstellt. 





N P LEU 

Abb. 1. Cortisches Organ in der medialen Biegung der zweiten Schneckenwindung. 

Im Tunnelraum drei Protoplasmakugeln P, davon zwei oberhalb der Nerven- 

fasern N, eine auf dem Boden zwischen ihnen. Der Kolbenfortsatz K einer Deiters- 

zelle ist deformiert. Die tympanale Belegschicht fehlt in der peripheren Region der 
Basilarmembran (im Bilde links). Vergr. 500 mal. 


Die Anzahl der Kugeln, die bei kompletter Rekonstruktion der Schnecke 
feststellbar ist (bis 300 Stiick), ist ein Maf fiir den Grad der Schadigung. 
Bei geringerer Anzahl kénnen sie iiber gréRere Strecken verteilt oder auf 
einen kleineren Bereich beschrankt sein. In manchen Praparaten ist die 
Anhaufung in den ventralen Biegungen der 2. und 3. Windung deutlich. 
Dies ist wohl eine Folge der sekundaren Verlagerung unter dem Einflu8 der 
Schwerkraft noch wahrend der Schalleinwirkung oder im Lauf der folgen- 


‘den Tage. Infolge Behinderung durch die Tunnelfasern kann die Verlage- 


rung sicherlich nur Schritt fiir Schritt vor sich gehen. Troiz der sekundiren 
Veranderung ist die Lokalisation entsprechend der Schallfrequenz deutlich. 
Bei 1000 Hz beschranken sich die Kugeln auf die 2., bei 250 Hz auf die 3. 
und den Anfang der 4. Windung, wahrend bei 500 Hz ein mittlerer Bereich 
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eingenommen wird. Auch diese Tatsache spricht fiir die lokale Entstehung 
der Protoplasmakugeln. 

Es sei nochmals darauf aufmerksam gemacht, da diese Befunde nach 
einwandfreier Durchspiilungsfixation und vollstaéndiger Auswertung kon- 
tinuierlicher Serien gewonnen wurden. Sie haben also nichts mit den 
Artefakten oder ,,agonalen“ Veranderungen zu tun, die Wittmaack als 
Schallwirkung gedeutet hatte. Auf zwei der Wittmaackschen Bilder (1907, 
Fig. 13 und 15) ragen Kolbenfortsitze der Deiterszellen in den Tunnel- 
raum, wie ich das in einzelnen Fallen als Ubergangsbilder sehen konnte. 
Aber in Wittmaacks Bildern ist der Befund durch Artefakte iiberdeckt, und 
iiberdies ist wahrscheinlich, daft 15 bis 20 Tage nach dem Versuch die los- 
gerissenen kernlosen Protoplasmateile in Verfall begriffen sind. In meinen 
Versuchen scheint der Verfall drei Tage nach der Schallwirkung begonnen 
zu haben. 


2. Verlagerung der tympanalen Belegschicht 


Die Basilarmembran (M. basialis) ist auf ihrer .,unieren“ Flache von der 
sogenannten tympanalen Belegschicht bedeckt. Diese ist eine flache, ein- 
oder mehrschichtige Anhaufung von Bindegewebszellen, die zur endo- 
thelialen Auskleidung des perilymphatischen Raumes der Scala tympani 
gehoren. 

DaB diese Schicht bei experimenteller Schallschadigung stellenweise 
verlorengeht (vgl. Abb. 1, links), ist zwar gelegentlich beobachtet, aber nicht 
naher untersucht worden. Die vollstandige graphische Rekonstruktion der 
Basilarmembran zeigt nun nicht nur klar, wo die Tympanalschicht fehlt, 
sondern auch wo sie hingelangt. Ich finde die Zellen gewohnlich zu mehr 
oder minder grofen Klumpen zusammengeballt, die bis 180 4 Durchmesser 
erreichen und Hunderte von Zellen enthalten kénnen. Diese befinden sich 
entweder unter der Basilarmembran oder in benachbarte Gebiete verlagert. 
Relativ selten kommt die Verlagerung auf die knécherne Spirallamelle, 
d. h. in Richtung der Schneckenachse vor. Meist liegen die Zellklumpen 
am aufersten Rand der Basilarmembran oder dem anschliefenden Teil 
des Spiralligamentes (Abb. 2). Hier reihen sie sich bisweilen als Kette 
aneinander. Gelegentlich sind hier auch einzelne Zellen oder kleinere Grup- 
pen locker auf eine griéfere Strecke verteilt. Der Nachweis vereinzelter 
Zellen ist, da das értliche Skalenendothel gleicher Natur ist, kaum mdglich. 

Die Verlagerung der tympanalen Belegzellen zeigt, daf sie zwar unter- 
einander in Verbindung stehen, aber der Basilarmembran nur relativ locker 
aufliegen. Es lat sich gut vorstellen, daf Schwingungen von grofer 
Amplitude, wenn sie sich im Lauf einer Viertelstunde ununterbrochen 
wiederholen, zum Abgleiten der Tympanalschicht fiihren. Der spiralige 
Bereich, innerhalb dessen die Zellen sich verringern und schlieflich ganz 
verschwinden, ist sehr ausgedehnt, und auch fiir die Basilarschwingungen 
ist erwiesen (Békésy), da sie sich iiber ein groffes Gebiet der Schnecke 
erstrecken. Die Tatsache, daft die Verlagerung meist peripherwarts erfolgt, 
lat vermuten, da die maximale Amplitude nicht in der Mittellinie der 
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freien Basilarmembran, sondern mehr axialwarts unter dem Gebiet der 
aiuReren Sinneszellen liegt. Es kommt zwar auch vor, daf Zellklumpen 
sich unter der Basilarmembran gerade unter der Region des vermuteten 
Schwingungsmaximums ansammeln. Fiir die iibrigen erwahnten Zell- 
klumpen ist aber am besten die Annahme verstindlich, daf sie in weniger 
beanspruchten Gebieten zunachst zur Ruhe kommen. 


bh. czy 


Abb. 2. Klumpen tympanaler Belegzellen im Winkel zwischen der Basilar- 

membran B und dem Ligamentum spirale L. Links oben ein partiell verlagerter 

Kern zwischen Belegschicht und Klumpen. Im Inneren des Klumpens Kernzerfall. 
Vergr. 1000 mal. 


Neben der radialen Verlagerung kann noch eine zweifache Orisverande- 
rung stattfinden. Die Zellklumpen befinden sich in der 1. und 2. Schnecken- 
windung, wenn die maximale Schwingung und damit die Verringerung 
der tympanalen Belegschicht in der 2. und 3. Windung lokalisiert ist; d. h. 
es findet eine allgemeine Verschiebung von der Schneckenspitze in Richtung 
zur Basis statt. Zweitens beschranken sich die Klumpen vorwiegend auf die 
ventralen Halften der betroffenen Windungen. Man darf also vermuten, 
daB wie bei den Plasmakugeln unter dem Einflu& der Schwerkraft eine 
sekundire Verlagerung vor sich gegangen ist, vermutlich erst im Lauf der 
drei Tage zwischen Versuch und Fixation. 

Durch sekundire Vorgiinge ist auch der Zustand der Klumpen selbst 


veraindert. Bei den gréferen Klumpen sind die Zellkerne fast samtlich in 


der Peripherie angeordnet, haufig mit der Langsachse in radikaler Richtung, 
wahrend das Innere von einer kérnigen bis homogenen und mit Hamato- 
xylin blaulich gefarbten Masse angefiillt ist. Die Kerne sind in GréBe 
und Form variabler als am normalen Ort, und einzelne von ihnen, besonders 
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im Inneren des Klumpens, sind in Zerfall begriffen. Auf der Oberfliche 
kénnen vereinzelte Macrophagen liegen, wie sie auch an den iibrigen 
Skalenwinden vorkommen kénnen. 

Die Verianderungen der tympanalen Belegschicht kénnen zugleich mit 
den Protoplasmakugeln als einzige Schidigung vorkommen, aber verlangen 
im allgemeinen etwas starkere Schallwirkungen. 


3. Sinnes- und Stiitzzellen des Cortischen Organs 


Nach der herrschenden Auffassung der Siebenmannschen Schule ver- 
lauft der Vorgang der experimentellen Schallschadigung etwa folgender- 
mafen: Die anatomische Veranderung beginnt an den duferen Sinnes- 
zellen, die nach Schwund des Haarbesatzes, Qrellung und Deformierung 
schlieBlich ganz verschwinden, und zwar zuerst die beiden axialen Reihen, 
dann die periphere. Der Verlust der Haarzellen wird als Ursache dafiir 
angesehen, daft der Stiitzapparat leidet. Zuerst sollen die Deiterszellen 
mit ihren Phalangenfortsatzen, dann die duferen Pfeiler infolge Atrophie 
ihrer Stiitzfasern betroffen sein. Damit ist eine Degeneration eingeleitet, 
die nun erst die inneren Sinneszellen ergreifen soll und bei langdauernder 
starker Schallwirkung mit dem vdélligen Schwund des Cortischen Organs 
endet. Erst relativ spat beginnen aufsteigende degenerative Veranderun- 
gen an den Ganglienzellen und an den Nervenfasern. 

Zweifellos erscheint die Veranderung der Sinneszellen vielfach 
als erste und geringste Veranderung. Doch zeigt sich schon hierbei eine be- 
trachtliche individuelle Verschiedenheit in der Reihenfolge der Schadigung. 
Es kommt sogar vor, daft die inneren Sinneszellen noch bei intaktem Stiitz- 
apparat gleichzeitig mit den aufferen Sinneszellen oder partiell sogar- vor 
ihnen ausgefallen sind. Die langgestreckten Zellkérper der Sinneszellen 
lésen sich gewohnlich auf, ohne daf eine wesentliche Formveranderung 
vorausgeht. Der stark verdichtete Kern (Abb. 1) zerfallt in Chromatin- 
tropfen, die bald die Farbbarkeit verlieren und verschwinden. Selten hangt 
die Sinneszelle kugelig oder flaschenférmig kontrahiert an der Netzmem- 
bran. Diese Ablésung vom unteren Ansatzpunkt kénnte dafiir sprechen, 
daft die Zelle, deren Kérper frei zwischen den beiden Ansatzstellen aus- 
gestreckt ist, durch die Schallschwingungen Zerrungen erleidet. Es ist aber 
auch daran zu denken, dafi an der Deitersschen Stiitzzelle durch Ab- 
schleuderung ihres Kolbenfortsatzes auch der untere Kopf mit dem Stiitz- 
kelch fiir die Sinneszelle beschadigt wurde. Die Abrundung der Sinneszelle 
kann aber nicht allein auf diesem Freiwerden des unteren Endes beruhen. 
Der vorkommende Verlust der Sinneszellen in der Basalwindung, wo die 
Kolbenfortsatze fehlen, spricht fiir die unmittelbare Schallwirkung, die 
vermutlich mechanischer Natur ist. 

Die nachstschwere Verianderung in meinen Priaparaten ist die Beschi- 
digung der Pfeilerzellen, besonders ihrer Képfe. In einem Fall ist 
der Ausfall von einigen Pfeilerzellen, der sich am klarsten im Tangential- 
schnitt im isolierten Verlust der Kopfplatten von drei Innenpfeilern aus- 
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driickt, und von einigen benachbarten Sinneszellen das einzige Ergebnis der 
Schalleinwirkung (250 Hz). Die Verletzung der Pfeiler erfolgt sicherlich un- 
mittelbar durch mechanische Wirkung und ist vom Verhalten der Sinnes- 
zellen unabhingig. Da der Aufenpfeiler auf der freien Basilarmembran, 
der Innenpfeiler aber auf ihrem verstarkten inneren Rand ruht, ist die 
Verbindung beider Pfeilerképfe und die peripher anschlieftende Region der 
Membrana reticularis durch starke und langandauernde Schwingungen der 
Basilarmembran besonders gefihrdet. 





Abb. 3. Cortisches Organ in der medialen Biegung der 2. Schneckenwindung durch 

Schallschwingung aufgerissen, auRere Sinneszellen, Deiterszellen und aufere Pfei- 

ler zerstért und z. T. frei zwischen dem Cortischen Organ und der Membrana 
tectoria (links oben). Innere Pfeiler i. P. teilweise erhalten. Vergr. 500 mal. 


Wenn die spiralige Ausdehnung der Schaéden in diesem Bereich etwas 
groRer als im oben genannten Beispiel ist, so reift die Oberflache des 
Cortischen Organs streckenweise (ca. 150—300 4 weit) auf. Dadurch 
wird der ganze komplizierte Zellverband, vor allem die Region der auferen 
Sinneszellen und der Deiterszellen gelockert und deformiert, und Zellen 
und Zellieile gelangen in den freien Raum des Ductus cochlearis (Abb. 3). 
Die Sinneszellen gehen dabei unter Aufblahung und Zerfall ihrer Kerne 
zugrunde. Die Zerstérung des Stiitzgeriistes und der damit verbundene 
Verlust der inneren Hohlriume fiihren in der Folgezeit zu dem bekannten 
weiteren Kollaps des Organs. 

Die Ausdehnung und Lokalisation der Veranderungen des Cor- 
tischen Organs gibt einen weiteren Einblick in die Ursachen der geschilder- 
ten Zell- und Gewebsveranderungen. In der Absicht einer ausfiihrlichen 
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Publikation hieriiber erwahne ich hier nur die zur Deutung der vorliegen- 
den Ergebnisse notwendigsten Tatsachen. Setzt man die Mitte der Schi- 
digungsbereiche in Arbeiten anderer Autoren (besonders Huzita 1941), so- 
weit dies ohne exakte Rekonstruktion der Cochlea méglich ist, zur Fre- 
quenz des schidigenden Tones in Beziehung, so erhilt man eine ahnliche 
Kurve, wie sie von Fletcher (1940) und von Békésy (1943) mit anderen 
Methoden fiir die Cochlea des Menschen ermittelt wurden. Diese Kurven 
sind eine volle Bestatigung der Einortstheorien der Gehérfunktion. In eini- 
gen meiner Versuche liegen die eng begrenzten Bereiche von Veranderungen 
des Cortischen Organs genau am physiologischen Tonort, wie er aus diesen 
Kurven abzulesen ist, vor allem bei 1000 Hz in der Mitte der 2. Schnecken- 
windung. In vielen Fallen ist das aber nicht der Fall. Bei Verwendung 
tieferer Frequenzen (250 und 500 Hz) ist der Schiidigungsbereich gewéhnlich 
nach der Basis, bei héheren Frequenzen (2000Hz) nach der Spitze der 
Cochlea verschoben, und zwar um % bis 1 Schneckenwindung. Ferner ist in 
einigen Fallen der geschadigte Bereich im linken und rechten Ohr trotz 
symmetrischen Bedingungen verschieden lokalisiert, bis zu einer halben 
Windung Unterschied. In den vier am starksten geschadigten Schnecken 
finden sich schlieflich zwei oder drei durch Beschadigung der Pfeiler und 
Aufreifien der Oberflaiche gekennzeichnete Maxima, die im Absiand von 
% bis % Windung durch geringere Schiden getrennt sind. 

Die lokalisierte Schallschadigung war seit Wittmaak (1907) der erste 
experimentelle Beweis fiir die Helmholtzsche Hoértheorie und bietet auch 
heute noch einen Beitrag fiir die Untersuchung der funktionellen Vorgiange 
in der Schnecke. Die unerwartete Abweichung in meinen Versuchen, die 
wegen der engen Begrenzung der Bereiche einen besonderen Wert be- 
anspruchen kénnen, liefe sich vielleicht folgendermafen erklaren. Nach 
Békésy (1943) schwingt die Basilarmembran in einem sehr grofen Bereich, 
der bei tiefen Frequenzen fast die ganze Schnecke von der Basis zur Spitze 
erfaftt. Die Wirkung hoher Amplituden macht sich also beiderseits des Ma- 
ximums ziemlich weit geltend. Die Widerstandsfahigkeit des Cortischen 
Organs. und zwar die Festigkeit des Stiitzgeriistes und die Empfindlichkeit 
der Sinneszellen sind sicherlich nicht iiberall gleich grof. Stellen mit ge- 
ringerer Stabilitat, etwa mit etwas schwacherer Kittung zwischen den 
Pfeilerképfen, wiirden Verletzungen erleiden, sofern sie nur in den Bereich 
hoher Amplituden fallen, wahrend stabilere Gebiete, selbst wenn sie im 
Schwingungsmaximum liegen, unverandert bleiben. Die zweite Windung, 
in der sich die Schiden haufen, wiirde als besonders .,empfindlicher~ Bezirk 
anzusprechen sein. Meine Versuche sind aber noch nicht zahlreich genug, 
um die regelmafige Abweichung fiir Téne unter und iiber 1000Hz zu 
sichern. Auf jeden Fall kann die Ursache der Schallschidigung nichi eng 
begrenzt sein (wie etwa die von Békésy nachgewiesenen Perilymphwirbel), 
sondern muff eine Ausdehnung haben, die die Méglichkeit von Zell- und 
Gewebsveriinderungen in einem groferen Teil der Cochlea in sich schlieBt. 
Dies trifft fiir die Basilarisschwingungen zu. 
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Ungeachtet der Deutung erkliren meine Befunde die von Davis, 
Derbyshire, Kemp 1935 u. a. Autoren festgestellte Tatsache,‘daf die 
Schaidigung des Gehérs keineswegs mit der Frequenz des schiidigenden 
Tones iibereinzustimmen braucht. 


4. Zellreaktionen im Ligamentum spirale 


In einigen Priparaten, in denen die bisher beschriebenen Gewebs- 
verdinderungen vorkommen, findet sich im Bindegewebe des Ligamentum 
spirale eine Ansammlung von Zellkernen, und zwar in seinem unteren (der 
Scala tympani niéher liegenden) Teil, besonders nahe dem Ansatzkegel der 
Basilarmembran. Die Kerne lie- 
gen so dicht, dafi der Bezirk 
schon bei schwacher Vergréferung 
ins Auge fallt. Sie haben im 
allgemeinen den Charakter der 
normalerweise hier und in der 
Umgebung vorhandenen Binde- 
gewebskerne. Sie sind aber in 
der Form und Gréfe viel vari- 
abler (Abb. 4). Vor allem finden 
sich auch ganz abnorm gestaltete 
Kerne mit den Erscheinungen der 
Einschniirung und Sprossung, &%*#4& 
schlieflich auch regellos _ver- Abb. 4. Ausschnitt aus dem Ligamentum 
zweigte, meist homogen dunkle gpirale im lateralen Teil der zweiten 
Formen. Stellenweise ist auch Schneckenwindung nahe dem Ansatzkegel 
der Zerfall von Kernen in ba- der Basilarmembran (weiter rechts oben). 
sisch stark gefarbte Brocken  Dicht gelagerte Zellkerne von variabler, 
oder Tropfen zu erkennen; das z. T. abnormer Form (Sprossungsbilder). 
scheint vor allem fiir die ab- Vergr. 1000mal. 
norm verzweigten Formen zuzu- 
treffen. In der spiraligen Ausdehnung der Schnecke stimmt der betroffene 
Bezirk weitgehend mit der Lage der Schadigung des Cortischen Organs 
iiberein. 

In den veranderten Regionen sind zwar am Endothel der Scalia tympani 
ziemlich viele Monozyten und ganz vereinzelt auch im Gewebe Bluizellen 
zu erkennen. Aber dies ist sicherlich die Folge einer sekundaren Reaktion. 
Die iiberwiegende Mehrzahl der beschriebenen Zellkerne kann nur dem 
Ligamentgewebe selbst entstammen. Mitotische Teilungsbilder kommen 
nicht vor. Nun finden sich in der hellen Ligamentschicht unmitielbar iiber 
dem Endost normalerweise Zellkerne von auferordentlich variablen For- 
men, die an alle Stadien der amitotischen Zellteilung erinnern. Es liegt also 
nahe, zu vermuten, daft zwischen dem Ansatz der Basilarmembran und dem 
Endost durch die Schallschwingungen ein Reizzustand hervorgerufen wurde 
und dafi die Zellen hierauf mit beschleunigter Teilung und Zerfall 
reagieren. 
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In einem Falle sind interessante Erscheinungen sekundarer Vorginge zu 
erkennen. Hier laft sich nimlich die Kernansammlung entlang der Venen, 
die aus dem Ligament an der Wandung der Scala tympani abfiihren, bis 
in den Kanal der Spiralvene (im Modiolus) verfolgen. Dort wird die Vene, 
die infolge Durchspiilungsfixation vollig leer ist, von einer stellenweise sehr 
dichten Zell- oder Kernansammlung umgeben. Es ist erklarlich, da die in 
Uberzahl entstandenen Kerne und ihre Triimmer, da sie nicht mehr im 
festen Gewebsverband stehen, mit dem Strom des Gewebssaftes abtrans- 
portiert werden. Geplante Versuche mit verschiedener Lebensdauer nach 
der Schalleinwirkung sollen die Frage der primaéren und sekundiaren Vor- 
gange klaren. 





, . a SEF RE. 
Abb. 5. Ausschnitt aus dem Limbus spiralis in der Basalwindung der Schnecke. 
Zwischen der knéchernen Spirallamelle Kn und einem Kapillargefa&R G mit gut 
erhaltenen Wandkernen finden sich Zellen und Zellkerne in verschiedenen Graden 
des Zerfalls. Z Zellrest, K Kernrest. Vergr. 1000 mal. 


5. Nekrobiose im Limbus spiralis 


Achsenwirts von der Basilarmembran liegt der beim Meerschweinchen 
ziemlich hohe Bindegewebsblock des Limbus spiralis, in den die Fasern der 
Basilaris in ahnlicher Weise einstrahlen wie peripherwarts in das Spiral- 
band*. Auch in ihm kommen nach Schalleinwirkung Veranderungen vor 
(Abb. 5), jedoch vollig anderer Art und Lokalisation. Die Veranderungen 
beschranken sich in der vorliegenden Versuchsreihe auf die beiden 
Schnecken eines Tieres, bei dem das Cortische Organ am stiarksten und in 
groRter Ausdehnung betref2n war. Doch habe ich die gleichen Veranderun- 
gen an vielen anderen Praparaten nach Einwirkung von Schall und Luft- 
stéBen (1943) gefunden. 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Auf die mir erst jetzt bekannt ge- 
wordene Arbeit von K. Neubert .,.Die Basilarmembran des Menschen und ihr Ver- 
ankerungssystem“ (Zeitschrift fiir Anatomie und Entwicklungsgeschichte 114, 539 
bis 588, 1950) gehe ich ausfiihrlich an anderer Stelle ein. 
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In der dichten, fast homogen erscheinenden Grundsubstanz des Limbus 
liegen beim Meerschweinchen zahlreiche Zellen mit langen, verzweigten 
Fortsitzen. Diese Zellen erleiden zunachst eine Schrumpfung einschlieflich 
ihrer Fortsatze und treten durch die umgebenden Spaltraiume deutlicher als 
im Normalpraparat hervor. Der Kern wird nun pyknotisch und zerfallt in 
einzelne Tropfen, die sich anfangs noch kraftig mit Hamatoxylin farben, 
aber bald verschwinden. Die Zelle stellt schlieflich noch ein schemenhaftes 
Gebilde mit einem hellen Innenraum an Stelle des Kernes dar. Und der 
Limbus erscheint wabig durch die gréferen Hohlriume der Zellkérper und 
die kleineren réhrenférmigen Raume ihrer Fortsatze. Diese Veranderungen 
reichen nach unten bis an oder sogar in die knécherne Spirallamelle und 
achsenwiarts bis an das Endothel der Scala vestibuli, nehmen also im Quer- 
schnitt fast den ganzen bindegewebigen Teil des Limbus ein. 

In derartig geschadigten Bezirken ist jedoch nicht nur das Epithel auf 
der Oberflache des Limbus von véllig normalem Anblick, sondern auch die 
Kapillaren mit ihren flachen, langgestreckten Kernen, die inmitten der 
nekrotischen Bezirke ihre normale Farbbarkeit behalten haben (Abb. 5). 
Ferner sind die infolge Durchspiilung leeren Gefaife von gleicher Weite 
wie in den unveradnderten Limbusregionen. Die Ursache des Zellzerfalles 
kann also nicht in einer Zirkulationsstérung beruhen. Méglicherweise hangt 
sie mit einer Beschadigung resp. mit partiellem Verlust der Endothelschicht 
an der Scala tympani (unterhalb des Ansatzes der Reifinerschen Membran) 
zusammen. 

Sehr schwer ist auch die Lokalisation zu verstehen. Die verainderten Be- 
zirke sind zwar in spiraliger Richtung sehr ausgedehnt, aber sie be- 
schranken sich fast nur auf die vestibulare Anfangsregion und die Spitzen- 
windung, also gerade die weit auseinander liegenden Teile der Schnecke, 
die von den iibrigen Schallschaden verschont sind. Es ist daher nicht még- 
lich, sie durch Schalldruck oder Schallschnelle zu erklaren, aber alle Um- 
stande sprechen dafiir, dafi die Veranderung mit der experimentellen Ein- 
wirkung zusammenhangt. 


Zusammenfassung 


1. An 20 Meerschweinchen wurden die Zell- und Gewebsveranderungen 
untersucht, die nach 15 Minuten langer Einwirkung reiner Téne (250 bis 
4000 Hz) von hohem Schalldruck (134—926 Mikrobar) entstanden. 

2. Die Veranderungen betreffen die Umgebung der Basilarmembran, und 
zwar das darauf sitzende Cortische Organ (Sinnes- und Stiitzzellen), die 
darunter liegende tympanale Belegschicht sowie die Bindegewebsmassen, 
in die die Basilarfasern einstrahlen: peripher das Ligamentum spirale, axial 
den Limbus spiralis. 

3. Die Verainderungen sind unabhangig vom Nervenapparat und zum 
grofen Teil durch direkte Wirkung der Schallschwingungen erklarbar. so 
die Abschleuderung der Kolbenfortsaétze an den Deiterszellen durch die 
Schallschnelle, das Abgleiten der tympanalen Belegzellen durch die Schwin- 
gungen der Basilarmembran. 
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4. Manche der Veranderungen sind auf schmale Bereiche der Cochlea be- 
schrankt und scharf lokalisiert, vor allem die Verletzung der Pfeilerzellen 
und das Aufreiffen der Oberflache des Cortischen Organs. Die Lokalisation 
stimmt haufig nicht mit dem nach der Einortstheorie des Hoérens zu er- 
wartenden Tonort iiberein. 

5. Sekundire Vorgange, soweit 3 Tage nach dem Versuch feststellbar, be- 
stehen in der Verlagerung frei gewordener Zellen oder Zellteile in drei ver- 
schiedenen Richtungen: in ventrale Teile der Schneckenwindungen, zur 
Schneckenbasis und zum Modiolus (Abwanderung in den Raum der Spiral- 
vene). Ferner kommen leichte Reaktionen des Gefafbindegewebsapparates 
zur Beobachtung. 
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Fast ein Jahrhundert ist es her, dai Th. Hartig (1855) bei der Unter- 
suchung von Klebermehl die Aleuronkérner entdeckte und damit den An- 
stoR gab, der Bildung der Eiweift-Reservestoffe in den Samen nachzugehen. 
Obwohl seitdem die Aleuronkérner Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 
gewesen sind, konnte kein einheitliches Ergebnis beziiglich ihrer Ent- 
stehung und des Ories ihres Auftretens gewonnen werden. Pfeffer (1872) 
und Wakker (1888) stellten fest, da die Proteinkérner mit Eiweif an- 
gefiillte Vakuolen seien, die dadurch entstehen, dafi bei der Reifung der 
Samen die urspriinglich einzige Vakuole jeder Zelle sich in eine grofe An- 
zahl kleinere teilt. Die Teilung der Vakuole beim Austrocknen der Samen 
sei, wie Wakker folgert, eine allgemeine Erscheinung. Mottier (1921) 
vertritt die Ansicht, da das Eiweiff in distinkten Plastiden, sogenannten 
Protein-Plastiden, seinen Ausgangspunkt nimmt und ebenso wie die Starke 
in Leuko- und Chloroplasten entstehen soll. Vouk (1925) teilt nicht ganz 
diese Auffassung. Er sieht den Plastiden als ein Organisationszentrum an, 
um den sich die zustrémenden Eiweifsubstanzen kondensieren. Fuchs 
(1934) bringt die Aleuronbildung mit der Kerntatigkeit im Speichergewebe 
der reifenden Samen in Verbindung. Wieler (1943) fat die Aleuronkérner 
als Niederschlagsbildung auf. 

Die Gegensatze, die zwischen den einzelnen Theorien bestehen, lassen 
bereits erkennen, daB es offenbar nicht leicht ist, Einblick in die Entstehungs- 
weise der Aleuronkérner zu bekommen. Zudem sind, wie Wieler bereits 
ausfiihrte, viele Angaben nur diirftig und nicht einmal bewiesen, so daft es 
nicht nur zweckmiafig, sondern geradezu dringend erforderlich scheint, 


durch weitere Untersuchungen und durch Uberpriifung mancher Ergebnisse 


zur Klarung dieses verwickelten Problems beizutragen. 


Methodisches 


Die Untersuchungen wurden an Samen ausgefiihri, deren Aleuronkérner 
nur amorphes Eiweif enthalten. Geeignet erschienen Glycine Soja, Lupinus 
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albus und L. luteus, Leguminosen, von denen die erstgenannte Gattung bis- 
her wohl noch nicht untersucht wurde, wahrend die zweite eines der Studien- 
objekte ist, das schon Pfeffer, Wakker und Wieler bearbeitet haben. 

Methodische Schwierigkeiten diirften viel daran schuld sein, daf iiber 
die Bildungsweise der Aleuronkérner immer noch keine klare Vorstellung 
gewonnen werden konnte. So erweisen sich die fiir Eiweiffsubstanzen cha- 
rakteristischen mikrochemischen Reaktionen bei allen Untersuchungen als 
ziemlich ungeeignet. Die Reagenzien zerstéren entweder die Proteinkérner 
oder es tritt, falls dieselben erhalten bleiben, wie dies etwa bei Anwendung 
von Jod-Glycerin der Fall ist, eine so ungeniigende Differenzierung von 
Aleuronkérnern und Grundsubstanz ein, dafi diese zum Nachweis von 
Strukturen bei der Verfolgung der Aleuronkornentstehung nicht heran- 
gezogen werden kénnen. Damit fallt ein wichtiges Hilfsmittel aus, das er- 
miéglichen wiirde, die erste Anlage und die Entwicklung eines Aleuronkornes 
eingehender kennenzulernen. 

Ein weitere Schwierigkeit bereitet das Einschlufimedium. Wasser fiihrt 
zu Quellungen der Aleuronkérner und scheidet zwangslaufig aus, damit 
auch alle Reaktionen, die in waifrigem Milieu ausgefiihrt werden miissen. 
Ol und ziemlich hochprozentige Zuckerlésungen lassen zwar in ausgereiften 
Samen die Aleuronkérner gut in ihrer natiirlichen Gestalt erkennen, be- 
wahren sich aber nicht als Beobachtungsmedium fiir junge Entwicklungs- 
stadien. Glycerin ist ein recht brauchbares Einschlufmittel und wurde von 
anderer Seite auch schon viel benutzt, aber anscheinend dabei nicht Wert 
auf geniigende Wasserfreiheit gelegt. Es wird spater in einem anderen Zu- 
sammenhange noch naher darauf eingegangen werden, warum besonders 
ein hochkonzeniriertes Glycerin verwendet wurde und werden sollte. 

Von einer Fixierung des Materials wurde von vornherein Abstand ge- 
nommen, weil Schrumpfungen und Fixierungsartefakte besonders in jungen, 
auferordentlich stark wasserhaltigen Samen unvermeidbar sind, so daf 
dann nicht ohne weiteres Schliisse auf die morphologische Struktur des 
lebenden Systems gezogen werden kénnen (vgl. Yamaha 1936). 


1. Sojabohne 


Die reichlich vorhandenen Reserveeiweilfte der Samen sind in den Aleu- 
ronkérnern festgelegt, die oft von rundlicher oder annihernd polygonaler 
Gestalt sind. Daneben finden sich aber auch solche, die von der Norm er- 
heblich abweichen. Das kénnte seinen Grund darin haben, daf die Samen 
wahrend des Reifungsvorganges volumenmaftig so stark zunehmen, daB sie 
fast die Ausmafie der gewéhnlichen Bohne erreichen, danach aber an Grife 
verlieren, bis schlieBlich kleine, kugelige bis leicht bohnenférmige Samen 
iibrig bleiben. Der Schrumpfungsdruck, der bei der Gréfenreduktion mit- 
spielt, bewirkt vermutlich ein gewisses Verschieben der Aleuronkérner, teil- 
weise sogar auch der Zellwande, was dann eben zu einer Deformation der 
Korner fiihrt. Ist.die Annahme richtig, da dafiir der Schhrumpfungsdruck 
verantwortlich ist, so muff erwartet werden, daft die urspriinglich rundliche 
Form der Aleuronkérner niemals dann derartig starke Abweichungen er- 
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fahrt, wenn er infolge einer geringen Gréfenabnahme des Samens kaum in 
Erscheinung tritt. Ein solcher Fall kénnte bereits bei der Lupine’ verwirk- 
licht sein, auf die spater noch eingegangen werden soll. Die Gréfe der 
Aleuronkérner bei Soja weist erhebliche Schwankungen auf; kristallinische 
Einschliisse sind nicht vorhanden. 


Die Untersuchung ging von sehr jungen Entwicklungsstadien der Samen 
aus. Zu diesem Zeitpunkt sind die Aleuronkérner noch nicht sichtbar; die 
oft sehr kleinen Plastiden liegen in den Zellen der Kotyledonen noch un- 
regelmafig verteilt. In einem bestimmten, weiter fortgeschrittenen Entwick- 
lungsstadium findet man nun in den intakten Zellen die Plastiden in Grup- 
pen zusammengeschart. Mit Jodjodkali 
farben sie sich anfangs braunlich, spater 
teilweise blau an. Diese positive Starke- 
reaktion geht auf autochthone Starke zu- 
riick, die in Gestalt blau tingierter Kérn- 
chen besonders dann deutlich in den 
Chloroplasten hervortritt, wenn man die 
Schnitte mittels Chloralhydrat bei gelin- 
der Warme zum Quellen bringt und da- 
nach Jodtinktur zusetzt (Abb. 1). Im 
Dunkelfeld leuchtet solche autochthone 
Starke nicht verquollen ungefarbt in Form 
stark lichtbrechender Piinktchen auf. 

Beim weiteren Reifungsvorgang, der 
sich bereits makroskopisch durch den 
Chlorophyllabbau und damit verbundene Ab. 1. Autochthone Starke in 
allmihliche Entfarbung des Samens be- ‘¢? Plastiden griiner, noch nicht 
merkbar macht, riicken in den Plastiden ausgereifter Samen von Glycine 
diese Starkekérnchen zu kleineren Grup- oa 
pen zusammen. 

Im Gegensatz zu Quilichini (1949), aber iibereinstimmend mit Kénig 
(1914, S. 610), wurden in den ausgereiften Samen, und zwar vornehmlich in 
den inneren Zellen des Kotyledonargewebes, unregelmafig geformte, ver- 
schieden groRe Starkeansammlungen nachgewiesen. Das Vorkommen von 
Starke soll nach Karsten- Weber (1946, S. 360) sortengebunden sein und 
wiirde den negativen Befund Quilichinis erklaren. Fiir die weiteren 
Untersuchungen war es wichtig zu wissen, ob hier Reservestarke vorliegt 
oder gar autochthone Starke. Bislang hatte man sich allein mit der Fest- 
stellung begniigt, da Starke schlechthin vorhanden ist. Mit Hilfe des 
polarisierten Lichtes konnte infolge der geringen Griéfe der Starkekomplexe 
nicht eindeutig entschieden werden, ob das auftretende Polarisationskreuz 
durch den submikroskopischen Aufbau von Einzelkérnern bedingi ist oder 
durch die Zusammenlagerung sehr vieler distinkter Starkekérnchen. Bei 
der Beobachtung im Dunkelfeld bot sich iiberraschenderweise das gleiche 
Bild wie bei der Untersuchung der Chloroplasten. Die scheinbar einheit- 
lichen ,.Stairkek6rner™ der ausgereiften Samen bestehen aus sehr vielen 
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kleinen, heHeuchtenden Kérnchen. Dieser Befund spricht also fiir auto- 
chthone Starke und nicht fiir Reservestarke, denn letztere leuchtet — wie an 
verschiedenen Objekten (Vicia Faba, Solanum tuberosum) festgesiellt wer- 
den konnte — im Dunkelfeld hellkonturiert auf und ist im Korninnern 
optisch leer. 

Maige (1927) studierte in den Zellen der Kotyledonen verschiedener 
Leguminosen (Pisum, Phaseolus, Vicia Faba) die Chloroplastenentwicklung 
unter dem Gesichtspunkt der Bildung und Auflésung der Starke und fand, 
daft die Riickbildung der Plastiden mit der Periode der Hydrolyse iiberein- 
stimmt. Bei Zugrundelegung einer solchen Auffassung miiffte bei Soja die 
Riickbildung der Plastiden keine vollstandige sein, so daft starkefiihrende 
Chloroplasten erhalten bleiben, bei denen im Verlauf der Samenreife ledig- 
lich das Chlorophyll abgebaut wird und eine Riickfiihrung in den farb- 
losen Zustand erfolgt. Daf die Plastiden im ausgereiften Samen sehr viel 
kleiner, ja fast punktférmig erscheinen, diirfte mit der auffallenden GroRen- 
abnahme, die die Samen wiahrend des Stadiums der Endreife erfahren, 
zusammenhangen. 


Wihrend in Schnitten durch frische Kotyledonen reifender Sojabohnen 
eines bestimmten Entwicklungsstadiums nur in Gruppen zusammengescharte 
Chloroplasten, aber noch keine Aleuronkérner wahrgenommen wurden, 
konnten Wochen spiater in denselben Samen distinkte Proteinkérner be- 
obachtet werden. Die Lage der Plastiden interessierte nun ganz besonders, 
weil zu hoffen war, vielleicht aus einer eventuellen Beziehung der Plastiden 
zu den Aleuronkérnern einen Einblick in den Entstehungsvorgang zu be- 
kommen. Eine genaue Orientierung dariiber war aber erst méglich, als die 
Schnitte in ein Glycerin-HCl-Gemisch (2 T. Glycerin, spez. Gew. 1,26 + 1 T. 
0.2% HCl) bzw. in ein altes Praparat von Pepsin-Glycerin-HCl, das aber 
keine Fermentwirkung mehr aufwies, gebracht wurden. Nach verhiltnis- 
maftig kurzer Einwirkungszeit waren die Aleuronkérner nicht mehr sicht- 
bar, dafiir aber deutlich die Plastiden und ein zartes Netzwerk, dessen 
Maschenriume zuvor noch die Proteinkérner ausfiillten. Nach Zugabe von 
Jodjodkali zur Starkefarbung hoben sich die nunmehr dunkelblau gefarbten 
Plastiden kontrastreich von dem farblosen Netz ab. Dabei zeigte sich, dak 
die Plastiden teils wandstiandig, teils in einzelnen Schnittpunkten des Netz- 
werkes liegen, aber niemals in den Maschenraumen selbst. Die wandstandige 
Lage iiberrascht vielleicht weniger, da angenommen werden kann, daft 
wenigstens ein sehr grofter Teil der Plastiden in dem der Zellwand sich 
anschmiegenden Plasmaschlauch gelegen ist. Nicht ohne weiteres verstand- 
lich dagegen erscheint das Vorkommen der Plastidenanhaiufungen in den 
Schnittpunkten des Netzes. Auf die Frage, wie die Plastiden dorthin ge- 
langien, konnte keine experimentelle Antwort gegeben werden. Der Befund 
gab aber Anlaf zu folgender Deutung: In einem sehr friihen Eniwicklungs- 
stadium des Samens kommt es offenbar zu einer Entmischung des sich mit 
Reserveproteinen anreichernden Cytoplasmas in den einzelnen Zellen, wo- 
bei dann vakuolenartige Bildungen zustande kommen, die das restliche 
Plasma zu einem Netzwerk zusammendriangen, ahnlich den Seifenlamellen 
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im Seifenschaum. Der Inhalt der Vakuolen muff zu dieser Zeit noch sehr 
stark wasserhaltig sein und die Begrenzungshautchen auferordentlich diinn, 
so daft sie glasig und durchsichtig erscheinen und sich einer mikroskopischen 
Beobachtung zunichst entziehen. Es ist nun durchaus denkbar, da die 
Plastiden durch Oberflichenkriafte an den Orten des plasmatischen Netz- 
werkes zusammengedriingt werden, wo sich auch das Plasma anhiauft, ahn- 
lich wie Kohlepartikel, die in einer Seifenlésung suspendiert sind, bei der 
Schaumbildung sich in den Schnittpunkten des Schaumnetzes gehiuft wie- 
derfinden. Im Verlauf des Reifevorganges werden durch Dehydration die 
Eiweiftverbindungen in eine unbewegliche, stationire Form iiberfiihrt. Wenn 
der Kondensationsproze geniigend weit fortgeschritten ist, treten schlieR- 
lich die Proteinkérner als deutlich differenzierte Gebilde in Erscheinung 
und verdecken dann mehr und mehr die Plastiden. Nach der eben entwickel- 
ten Vorstellung ware anzunehmen, daf an dem Zustandekommen des Netzes 
Plasmaeiweife beteiligt sind. Das Plasma wird beim Gréferwerden der 
blasenférmigen Eiweifivakuolen immer starker verdrangt und gleichzeitig 
zusammengedriickt, bis schlieRlich nur noch ein auferst zartes Netz iibrig 
bleibt, an dem im wesentlicher fadenférmige Eiweiffmolekiile Anteil haben 
diirften, wahrend die in den Aleuronkérnern enthaltenen Reserveproteine 
aus globulairen Riesenmolekiilen aufgebaut werden. Nun ist bekannt, daft 
sich die Geriisteiweiffe nicht allein durch die Morphologie der Molekular- 
bausieine von den Reserveeiweifien unterschieden, sondern auch durch ihre 
erhéhte Léslichkeit in Wasser bzw. Saéuren und Alkalien (vgl. Frey- 
Wyssling). Die gréRere Resistenz, die das persistierende Netz mit Gly- 
cerin-HC] zeigt, kénnte u. U. durch die verschiedene Natur der Eiweife 
wenigstens teilweise bedingt sein. 

Die Samen von Glycine Soja zeichnen sich vor anderen Hiilsenfrucht- 
samen nicht allein durch ihren hohen Eiweifgehalt (28—43%), sondern 
auch durch einen immerhin ansehnlichen Fett- (18—22%) und Lecithin- 
gehalt aus. Da die Zellen der Kotyledonen nur die bereits erwahnten 
mikroskopisch erkennbaren Einsdchliisse aufweisen, ist die Annahme nahe- 
liegend, daf? in dem plasmatischen Netz diese chemisch nachweisbaren Fett- 
substanzen lokalisiert sind. Rhodamin B, das auf Grund seiner Lipoid- 
léslichkeit gespeichert wird (Strugger 1936, 1937), war fiir den Nachweis 
insofern ungeeignet, als die mit Leitungswasser angesetzte Farblésung die 
Strukturen zerstért. Eine Anfarbung mit in Glycerin geléstem Rhodamin B 
befriedigte nicht. Wahrscheinlich ist der Verteilungskoeffizient des Rhoda- 
min B fiir Fett: Glycerin nicht grof genug, so dafi sich bei der Differen- 
zierung mit Glycerin der Farbstoff sehr bald wieder aus dem Gewebe 
herauslést. Es mute daher mit Sudan-[[]-Glycerin (s. Strafburger: Prak- 
tikum) gearbeitet werden. Um eventuell auftretende Stérungen, die die 
’ vorangegangene Behandlung mit Glycerin-HCl bedingen kénnten, aus- 
zuschalten, wurden die Objekttrager mit den trocken aufgelegten Schnitten 
in eine wasserdampfgesattigte Atmosphire gebracht und darin mehrere 
Stunden (in vielen Fallen 20—24 Stunden) belassen. Die Aleuronkérner 
waren dann soweit verquollen und damit homogenisiert, daf nur noch das 
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Plasmanetz iibrig blieb, das sich mit Sudan — wie vermutet — orangerot 
anfarbte. Sudan wurde sofort beim Offnen der feuchten Kammer auf die 
Schnitte gegeben, um ein noch so geringes Austrocknen zu vermeiden. Die 
Fettfarbung mit Sudan gibt aber noch keinen Aufschluf iiber die Lokali- 
sation der Lipoide, insbesondere der Phosphatide. Es scheint bis jetzt 
infolge der Unspezifitét der meisten gebriuchlichen histochemischen Me- 
thoden iiberhaupt noch nicht méglich zu sein, die Lokalisation von Phospha- 
tiden und anderen Lipoiden in den Zellen mit Hilfe von Farbemethoden 
streng nachweisen zu kénnen. 


Auch eine Analyse im polarisierten Licht vermag keinen zuverlassigen 
Nachweis zu erbringen, weil neben den Lipoiden die eigentlichen Feite 
ebenfalls anisotrop auftreten kénnen, so daft positive Ergebnisse inmmer 
mit einem gewissen Vorbehalt aufzunehmen sind. 


Im vorliegenden Falle verliefen die polarisationsoptischen Untersuchun- 
gen negativ. 


Kummer (1934), der sich eingehend mit der Lokalisation der Phos-. 
phatide in der Sojabohne beschiftige, erhielt beim Pressen der Samen und 
bei der Extraktion mit gewoéhnlichen Fettlésungsmitteln immer nur einen 
geringen Teil der vorhandenen Phosphatide. Diese leicht extrahierbaren 
sogenannten ,.freien Phosphatide, die vorwiegend mit Ol vergesellschaftet 
vorkommen, stellt er den ,,gebundenen™ gegeniiber. Beim Nachweis der 
freien“ Phosphatide mit der Smith-Dietrichschen Fiarbemethode beobachtet 
K. eine tiefblaue bis blauschwarze Farbung der Fetitropfen aller Zellen des 
Kotyledonargewebes. Durch dieses Resultat wird der Eindruck erweckt, 
als ob die Oltrépfchen bereits vorher in den Zellen vorhanden wiren. 
Wie auch Paech (1950) sagt, liegt das Fett im Plasma des Nahrgewebes 
meist nicht in gréReren Tropfen oder Vakuolen vor, sondern in auferst 
feiner optisch auch bei starkster VergréRerung nicht auflésbarer Emulsion. 
Eigene Untersuchungen bestiatigen dies. Es ist anzunehmen, daft bei der 
Smith-Dietrichschen Reaktion eine ahnliche Erscheinung vorliegt wie bei 
der Farbung mit Sudan. Die Schnitte in Sudan-Glycerin sind anfangs sehr 
diffus schwach rotlich gefarbt; nach kurzer Zeit tritt eine Vertiefung des 
orangeroten Farbtenes im Bereich des Netzes auf, und sehr bald kann man 
dann kleine gefarbte Trépfchen, die allmahlich sich vergréfern, feststellen. 
Diese sichtbaren Trépfchen sind also erst sekundiar entstanden, bedingt 
durch einen Entmischungsvorgang, den der Lésungsalkohol fiir Sudan 
hervorruft. Bei der Smith-Dietrichschen Reaktion kénnte eine gleichartige 
Erscheinung vorliegen, denn das verwendete Kultschitzkys Hamatoxylin 
ist ebenfalls alkoholhaltig. Es lieRe sich dann natiirlich auch mii dieser 
Nachweismethode nichts Bestimmtes mehr iiber die Verteilung der ,,freien“ 
Phosphatide in der Zelle aussagen. 


Was nun die ,,gebundenen™ Phosphatide anbelangt, so gelingt es auch 
Kummer nicht, diese histochemisch zu erfassen. Da bei der Extraktion 
mit Alkohol steis eiweifhaltige Lecithine gewonnen werden, nimmt er an, 
daf eine Bindung derselben besonders an Eiweiff und andere Stoffe vorliegt. 
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2. Lupine 


Die Zellen der Kotyledonen reifer Samen sind dicht angefiillt mit recht 
ansehnlichen Aleuronkérnern, die fast durchweg polygonale Gestalt be- 
sitzen. Die Gréfenunterschiede sind weniger stark ausgepragt als bei 
Soja. Die von Wieler (1954) gemachte Feststellung, da die unterseiis 
gelegenen Zellen der Kotyledonen anstatt mit typischen Aleuronkérnern 
mit kleinen, kugeligen Gebilden angefiillt sind, kann nur fiir Lupinus 
luteus bestitigt werden. L. albus enthalt in allen Zellen des Kotyledonar- 
gewebes typische Aleuronkérner. 

Hier darf vielleicht erwahnt werden, daft unter einer sehr grofen Menge 
Lupinensamen (L. luteus) auch einige vollausgereifte mit griinfleischigen 
Kotyledonen waren. Die mikroskopi- 
sche Untersuchung zeigte nach Einlegen 
der Samenschnitte in Glycerin-HCl 
nebenstehendes Bild (Abb. 2). Die 
griine Pigmentierung ging auf Chloro- 
plasten zuriick, die wandstandig und 
in den Schnittpunkten des plasma- 
tischen Netzes lagen. 

Im iibrigen war unter den vielen 
Entwicklungsstadien, die gepriift wur- 
den, nicht eines dabei, das auch nur ein 
annahernd dhnliches Bild an zusam- 
mengescharten Plastiden in der Zelle 
zeigt, wie es bei Soja der Fall war. Es 
fiel jedoch eine Tatsache besonders auf, 
die auch Wieler betont. Die Aleuron- 
kérner treten hier verhaltnismafig friih Abb. 2. Plasmanetz in den Speicher- 
und zudem sehr vereinzelt auf; infolge- ellen von Lupinus luteus (vgl. Text). 
dessen fiillen sich die Zellen in sehr 
ungleicher Weise. Die GroéRe der Aleuronkérner verandert sich mit fort- 
schreitender Entwicklung. 

Uber den Zeitpunkt des ersten Auftretens der Aleuronkérner lat sich 
mit Sicherheit wenig aussagen, nicht allein, weil die gewiinschten Ent- 
wicklungsstadien nicht immer zur Verfiigung stehen — wie Wieler 
meint —, sondern auch, nach meinem Dafiirhalten, weil vor allem eine 
brauchbare und dabei zuverlassige mikrochemische Nachweismethode fiir 
Eiweifi fehlt, die das Proteinkorn auch im unfixierten Zustand formgetreu 
erhilt. Eine solche wiirde fiir eine Friihdiagnose der Aleuronkornbildung 
auRerordentlich wichtig sein, sie vielleicht iiberhaupt erst einwandfrei 
ermOoglichen. 

In einer Reihe von Fallen wurde ferner beobachtet, da im Innern 
,junger” Aleuronkérner meist peripher gelegene, kleine, griin erscheinende 
Einschliisse in der Ein-, seltener in der Mehrzahl auftreten. Nach den 
Darstellungen von Pfeffer werden die vor der Bildung der Proteinkérner 
in der Zelle entstandenen Globoide in das Aleuronkorn aufgenommen. 





Protoplasma, Bd. XLII/1. 4 
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Mottier, Vouk und andere Forscher vertreten dagegen die plastidogene 
Entstehungsweise der Proteinkérner. Danach kamen sowohl Globoide als 
auch Plastiden selbst als Einschliisse in Frage. Eine Entscheidung dariiber 
ist im Lichtmikroskop praktisch unméglich, weil die Farbung fiir Gebilde 
von so geringen Dimensionen bei der verwendeten starken Optik selbst 
mittels Mikrospektralokular niemals exakt charakterisiert werden kann, 
insbesondere dann nicht, wenn es sich um gelbgriinliche bis griine Farb- 
téne handelt. Eine Méglichkeit dafiir bietet aber das Fluoreszenzmikro- 
skop. Ein solches stand aber leider nicht zur Verfiigung und ein behelfs- 
mafRig gebautes geniigte nicht den Anforderungen. 


Die Proteinkérner im ausgereiften Sa- 
men lassen beim Betrachten weder im Hell- 
feld- noch im Dunkelfeld- oder im Polari- 
sationsmikroskop irgendwelche Besonder- 
heiten erkennen. Sie scheinen in bezug auf 
die Anordnung der Molkiile strukturlos zu 
sein. Diese optische Homogenitaét mag eben- 
falls dazu beitragen, die Schwierigkeiten, die 
sich beziiglich ihrer Entstehungsweise auftun, 
zu erhohen. 

Nach Pfeffer und Hartig soll die Auf- 
sicht vieler Proteinkérner feingrubig punk- 
tiert sein. Liidtke (1889) und Kritzler 
(1900) ignorieren dies, und in spater erschei- 
nender Literatur finden sich keine weiteren 
Abb. 3. Samenschnitt in Gly- Angaben mehr dariiber. Erst Wieler schenkt 
cerin (spez. Gew. 1.26) nach wieder diesem punktierten Aussehen beson- 
ca. einstiindiger Einwirkungs- dere Aufmerksamkeit. Pfeffer fiihrt das 

dauer. granulierte Aussehen auf die eingeschlossenen 
Globoide zuriick, die das Korn véllig durch- 
setzen und, falls die Kérnchen nicht zu klein sind, ihm ein vakuoliges Aus- 
sehen verleihen. Das veranlafit Wieler, daraus zu schliefen, daft eine wabige 
Struktur vorliegt und daf die Globoide als integrierender Bestandieil der 
Struktur zu betrachten sind. Der wabige Bau der Aleuronkérner und die 
Hiille des Kornes geben Wieler Anlaf, eine ahnliche Vorstellung von der 
Entstehung der Proteinkérner zu entwickeln, wie er dies gleichfalls fiir 
die Stairkekérner getan hat (Wieler 1935). Die Aleuronkérner sollen 
danach aus Niederschlagen zweier léslicher Verbindungen hervorgehen 
und kénnen nachtraglich ebenso wie die Starkekérner wachsen. Eine Ent- 
stehung der Proteinkérner durch Wasserentzug, wie es Pfeffer und 
andere annehmen, treffe nicht zu. 

Den Ablauf der Aleuronkornbildung stellt Wieler eingehend an 
Lupine dar und stellt fest, da® bei Betrachtung in Ol und Glycerin die 
Grundsubstanz der Aleuronkérner fein grubig erscheint. Bedauerlicher- 
weise fehlen Angaben iiber das verwendete Ol. In wirklich wasserfreiem 
Oliven- und Erdnufél lieBen sich namlich derartige Strukturierungen nichi 
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feststellen. An Schnitten in Glycerin (spez. Gew. 1,26) tritt nur gelegent- 
lich ein vakuoliges Aussehen auf (Abb. 3). Verdiinnt man aber das Glycerin 
(spez. Gew. 1,26) mit Wasser im Verhiiltnis 1:1, so erscheinen die Aleuron- 
kérner durchaus nicht mehr homogen, sondern geradezu ,,kérnig“, und man 
kénnte nun geneigt sein, irgendwelche Granula dafiir verantwortlich zu 
machen (Abb. 4). Der Zustand ist aber nur von kurzer Dauer. Bald sieht 
die Grundsubstanz des Aleuronkornes ganz fein lakunés aus, es treten dann 
auch deutlich kleine ,,.Vakuolen“ auf, die sich vergréfern, und fast gleich- 
zeitig beobachtet man ein Unregelmafigwerden der Kontur des Kornes. 
Diese Verainderungen sind offenbar nichts anderes als die Anzeichen einer 
Destrukturierung. Die Aleurenkérner sind 
bekannilich verquellbar. Es werden also die 
hydrophylen Gruppen der Eiweiffe das 
Wasser immer anzuziehen versuchen und so 
in der Folge zu mehr oder weniger starken 
Desirukturierungen des Aleurenkornes fiih- 
ren. Ein analoges Bild, wenn auch viel ex- 
tremer in der Auswirkung, zeigen die Aleu- 
renkérner in Wasser. Es ist nicht méglich, 
den Desirukturierungsvorgang schrittweise 
zu verfolgen. Die Aleuronkérner haben nam- 
lich fast sofort sichtbare Vakuolen, die 
manchmal so grofi werden kénnen, daft die 
Eiweifisubstanzen des Aleuronkornes oft 
nur noch als ein schmaler Begrenzungssaum 
die Vakuolen umgeben. Auffallend ist bei 
allen Proteinkérnern die nunmehr stark ver- Abb. 4. Samenschnitt in Gly- 
ainderte Form. Die Korner flieBen fast aus- erin (spez. Gew. 1.26) + Was- 
einander und verschmelzen haufig zu einer ser 1:1. 
einheitlichen Masse. 





Pfeffer und spater auch Tunmann (1909) wiesen auf den Alterungs- 
zustand des Samens hin, der bei gewissen Reaktionen sich stérend bemerk- 
bar machen soll. Dieser ist zweifellos mit-, aber nicht alleinentscheidend. 
Vergleicht man die Aleuronkérner verschiedener Samen aus einer Ernte auf 
ihr Verhalten in Glycerin, so findet man welche selbst in einfach destil- 
liertem Glycerin, das stets noch einen ziemlichen Prozentsatz Wasser hat, 
langere Zeit gut erhalten, andere dagegen sehr bald schwammig und kér- 
nig. Es muf also auch der Reifegrad, den der Same bei der Ernte erreicht 
hat, als weiterer Faktor mitwirken und individuelle Verschiedenheiten 
bedingen. Wieweit Sorteneigentiimlichkeiten bei dieser Angelegenheit noch 
zu beriicksichtigen sind, steht dahin. Diese nicht sauber fafbaren Faktoren, 


~ mit welchen bei allen Untersuchungen gerechnet werden mul, lassen sich 


schwerlich ganz ausschalten. Somit ergibt sich die Notwendigkeit, Beob- 
achtungen an unfixiertem Samenmaterial in einem méglichst wasserfreien 
Einschlu&medium durchzufiihren. Glycerin (spez. Gew. 1,26) erfiillt recht 
weitgehend die gestellte Bedingung. 
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Durch diese Untersuchung muff die Deutung, die Wieler seinen Be- 
funden gibt, in Zweifel gezogen werden. Eine Erkiarung fiir das Auf- 
treten der kiérnigen Struktur der Aleuronkérner in Olen kann nach dem 
eben Erérterten auch nicht befriedigend gegeben werden, aufer fiir den 
Fall, da die Ole etwa wasserhaltig waren. (So kann z. B. eventuell von 
Wieler benutztes Ricinusél infolge seines Oxy-Fettsiiure-Gehaltes merk- 
liche Wassermengen enthalten.) Die Frage nach der Realitat der Ein- 
schliisse sollten schlieflich 


Untersuchungen im Phasenkontrast-Mikroskop 


klaren helfen. Liegen irgendwelche Strukturen oder strukturierte Gebilde 
im Aleuronkorn vor, so ist zu erwarten, dali sich diese infolge ihrer ver- 
schiedenen Brechungsindizes durch eine entsprechende Abstufung des 
grauen Phasenkontrastes hervorheben. 

Von den Aleuronkérnern der Ricinussamen ist bekannt, dali sie Glo- 
boide enthalten, und es erschien zweckmafig, zuerst diese im Phasen- 
kontrast-Mikroskop anzusehen. Die einzeln liegenden Proteinkérner der 
angeschnittenen Zellen sind besonders giinstig fiir die Beobachtung. Die 
Kontur des Kornes ist bei positivem Phasenkontrast mit Ausnahme der 
Globoide stark lichtbrechend. Die Globoide selber heben sich deutlich 
scharf konturiert als hellgrau geténte, kugelférmige Gebilde von der 
iibrigen Aleuronmasse ab. In den Aleuronkérnern der Lupine treten aber 
keinerlei grau abgegrenzte Gebilde auf, die man als Globoide hatte deuten 
kénnen. Das Korn erscheint zwar nicht homogen grau; es sind gewisse 
Graunuancen da, die aber keine scharf abgesetzten Phasengrenzen an- 
zeigen, da sie flieRend ineinander iibergehen. Dasselbe ist bei den Aleuron- 
kérnern der Sojabohne der Fall, trifft aber nicht auf Ricinus zu. Hier ist 
eher eine Vertiefung des schwarzgrauen Farbtones nach der Mitte des 
Kornes hin feststellbar. Es scheint unwahrscheinlich, dali diese feinen Ab- 
stufungen des Grautones durch irgendwelche besonderen morphologischen 
Differenzierungen bedingt sein kénnten; sie lieBen sich viel eher als eine 
zunehmende Verdichtung der Aleuronmasse an diesen Stellen erklaren, 
die eben nicht einer Schichtung oder sonstigen Strukturierung entspricht. 


SchluBbetrachtung 


Die im vorstehenden mitgeteilten Beobachtungen im Phasenkontrast- 
Mikroskop lassen wohl keinen Zweifel mehr dariiber. daft die Aleuron- 
kérner der Lupine frei von Globoiden sind und daf folglich auch das 
grubige Aussehen der Korner, welches nach Wieler der Ausdruck der 
wabigen Struktur sein soll, nicht etwas Natiirliches sein kann. Durch dieses 
Ergebnis verliert die von Wieler entwickelte Theorie iiber die Entstehung 
der Proteinkérner ihre wesentlichste Grundlage, denn sie war gestiitzt einer- 
seits auf das Vorhandensein der wabigen Struktur, deren integrierender 
Bestandteil die Globoide sind, und zum anderen auf die Hiille des Kornes. 
Wieler hatte den wabigen Bau der Aleuronkérner an zahlreichen Ob- 
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jekten nachgewiesen und glaubte sich daraufhin berechtigt, annehmen zu 
diirfen, da diesen auch die gleiche Enistehungsweise zukommt: ‘ Wieweit 
das jetzt noch zutrifft, kann erst beurteilt werden, wenn entsprechend an- 
dere Samenschnitte im Phasenkontrast-Mikroskop in ausreichender Zahl 
gepriift sind. Diese Feststellungen kénnen darum zunachst nur fiir Lupine 
und Soja Giiltigkeit beanspruchen. 

Die Annahme einer Entstehung der Aleuronkérner aus Vakuolen er- 
scheint mir ebenso wie Wieler fiir Lupine keineswegs zwingend. Ab- 
gesehen davon, daft eine Vielzahl von Vakuolen nicht beobachtet werden 
konnte, war es eine auffallende Tatsache, daft die Bildung der Aleuron- 
kérner nicht nur von Zelle zu Zelle verschieden verlauft, sondern daf sie 
selbst innerhalb einer Zelle zeitliche Unterschiede zeigt, wobei an jeder 
beliebigen Stelle das erste Aleuronkorn auftreten kann. Das setzt voraus, 
daft dort bereits so viele Reserveeiweilistoffe angehiuft sein miissen bzw. 
eine ungleiche Hydratisierung vorliegen muff, da es zu einer Erhéhung 
des Brechungsindex kommt, der dann schlieflich erméglicht, diese erste 
Eiweifansammlung mikroskopisch wahrzunehmen. Die Ursache des Sicht- 
barwerdens laft sich hier jedenfalls nicht durch einen Entquellungsvorgang 
erklaren. Die ersten Proteinkérner treten namlich schon zu einem Zeit- 
punkt auf, zu dem in dem Samen noch ein hoher Wassergehalt vorhanden 
ist. Hiemit im Widerspruch steht die Angabe von Pfeffer, nach der die 
Aleuronkornbildung erst im letzten Stadium der Reife einsetzen soll. 

Charakteristisch fiir die anfangs noch vereinzelt liegenden Proteinkérner 
ist die runde bis kugelige Gestalt, die nach Wieler darauf hinweist. daft 
die Kérner aus Tropfen entstehen. Die Tropfennatur sieht er als einen 
Beweis dafiir an, daB die Kérner aus zwei léslichen Verbindungen hervor- 
gehen, die miteinander einen Niederschlag geben. Wenn dies auch eine 
der méglichen Erklarungen fiir die Beobachtung ist, so schlieRt die kugelige 
Form m. E. (wenigstens im Falle der Aleuronkérner) eine andere Eni- 
stehungsweise nicht aus, denn diese Form wird aus Oberflachenspannungs- 
griinden immer angestrebt werden. 

Nachdem fiir die Aleuronkérner der Lupine eine Entstehung weder aus 
Vakuolen noch aus Niederschlagen im Sinne Wielers einleuchtend er- 
scheint, bestiinde nur noch die Méglichkeit, an eine solche in Plastiden zu 
denken. Anlafi dazu geben die einzeln auftretenden Aleuronkérner, das 
unregelmaftig raumliche und zeitliche Sichanfiillen der Zellen mit diesen 
und schlieBlich die Gréfenzunahme derselben bei fortschreitender Entwick- 
lung. Der Gedanke, daf Plastiden Bildungsorte fiir die Aleuronkérner 
sein kénnen, ist an sich nicht neu (Mottier, Vouk, Arnold 1928; Urban 
1933). Es lieB sich auch nachweisen, daft Plastiden offenbar zur Eiweif- 
bildung bzw. -speicherung befahigt sind (Ullrich 1924), so da es jeden- 
‘falls méglich ware, daft sie als Bildungsort in Frage kommen kénnten und 
damit sich gemaR Meyers (1916) Formulierung verhielten, daft Reserve- 
stoffe eben dort abgelagert werden, wo sie entstehen. 

Ist man nun im Falle der Aleuronkornbildung bei Soja noch berechtigt, 
von einer Entstehung in Vakuolen zu sprechen? Versuchen wir einmal 
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unter Zugrundelegung der eigenen Beobachtungen einerseits und der sub- 
mikroskopischen Bausteine und Grenzschichten der Zelle andererseits, uns 
eine Vorsiellung von dem Bildungsgang der Proteinkérner zu machen. 
Nach Frey-Wyssling sind die Plasmaeiweiffe durch Seitengruppen mit 
benachbarten Polypeptidketten zu einem sehr labilen Molekulargeriist 
verkniipft. Durch die in letzter Zeit bekannt gewordenen ,,long-range 
forces“ soll es sogar méglich sein, da Polypeptidketten auch ohne feste 
Verkettung und Beriihrung auf gréfere Abstinde (bis 1000 A) aneinander- 
haften. Man kénnte nun annehmen, daf sich an dieses .submikroskopische 
Kiweiligeriist als erstes bei der Samenreifung Lipoide anlagern. Vornehm- 
lich Phosphatide, die beispielsweise reichlich in der Sojabohne auftreten, 
sind auf Grund ihrer polar entgegengesetzt léslichen Gruppen bevorzugt 
in der Lage, mit den lipophilen und hydrophilen Endgruppen der Seiten- 
ketten der Eiweiffe zu reagieren. Diese mit Lipoiden besetzten Eiweif- 
ketten werden fiir den Aufbau der Aleuronkérner nicht in Betracht kom- 
men. Sie sind aber sicherlich von entscheidender Bedeutung fiir die Erhal- 
tung der Plasmastruktur. Die schon bestehenden Proteine kénnen namlich 
spiter bei der Keimung und bei dem differenzierenden Wachstum des 
Embryos gewissermaften als Matrizen wirken (vgl. Rondini 1941), wenn 
aus Aminosdéuren unter dem Einfluf der Gene bzw. den von ihnen ab- 
hangigen Organisatoren (vielleicht Nukleinséuren) neue artspezifische Pro- 
teine reproduziert werden. Der Abbau von Eiweiff in keimenden Samen 
erfolgt auch in der Weise, daft zuerst die Reserveeiweilfe verschwinden und 
danach erst der Symplex Eiweif-Lipoid zerstért wird. In die Maschen- 
raume dieses fibrillaren oder molekularen Eiweif-Lipoid-Netzwerkes kén- 
nen dann die einwandernden Substanzen, z. B. Aminosduren, zu Reserve- 
eiweifen aneinandergefiigt werden. Um bestimmte Attraktionsbereiche 
(vielleicht Ribonukleinséuren) sammeln sich die Aminosaureresie. Falls 
dies in gréferem Make geschieht, kommt es zur Entmischung, bei der alle 
lipophilen Komponenten von dieser Stelle automatisch entfernt werden 
und sich in einer Grenzschicht ansammeln, die schlieBlich als Begrenzungs- 
film das entstehende Aleuronkorn umgibt. Mit zunehmender Synthese der 
Sphiaroproteine tritt gleichzeitig eine mehr oder weniger starke Lipoid- 
ansammlung im Plasma ein, die die Linearproteine mehr oder weniger 
»verfettet’.. Beim Heranwachsen des Aleuronkornes werden sicherlich 
angrenzende Maschenraume des plasmatischen Netzes zusammengedriickt, 
so daf die Lipoid-Eiweif-Ketten sich an diesen Stellen zu Strangen ver- 
dichten, was endlich zur Bildung des schon beschriebenen mikroskopisch 
sichtbaren Netzes fiihrt. Durch Verdrangung und unter Mitwirkung von 
Oberflaichenkraften kommt es zur bevorzugten Ansammlung der Chloro- 
plasten in den am wenigsten zusammengedrangten Teilen des Plasmas, 
also in den Raumecken zwischen den mehr oder weniger aneinanderdrin- 
genden Aleuronkérnern. Im Verlauf der Samenreife erfolgt dann még- 
licherweise ein Abbau oder vielleicht auch eine diffuse Verteilung der 


* Das wiirde einer Bildung von Speicherstrukturen fiir Fettsubstanzen ent- 
sprechen. 





ah ears 


he ini ea 


a a iM II IE LA at Ee LANAI Oct UT ATE Bet 











BEES SERCO A BLD SE 


rakaaabce 








Untersuchungen zum Problem der Aleuronkornbildung 55 


Chlorophylle in den Lipoid-Substanzen. Der restliche Eiweifanteil der 
Chloroplasten diirfte bis auf die Struktureiweifle abgebaut werden. Diese 
aber miissen wenigstens teilweise erhalten bleiben, um bei einer Neubildung 
als Matrize fiir die Plastiden-Regeneration sowie weitere Eiweifbildung 
zur Verfiigung zu stehen. 

Wenden wir uns nun im besonderen noch einmal den Sphiaroproteinen 
zu. Astbury (s. Fortschritte der Botanik 12) ist der Meinung, da alle 
Eiweife, also auch die Spharoproteine, urspriinglich fibrillar strukturiert 
sind. Es fragt sich nun, welche speziellen Vorginge die Formanderung der 
Kiweifketten bei der Reserveeiweiftbildung in globulare Typen bewirken 
kénnen. Vielleicht spielen dabei lonenverschiebungen oder p,-Anderungen 
eine Rolle. Es geniigten in dieser Hinsicht bestimmt minimale Verschiebun- 
gen der Wasserstoffionenkonzentration, die sich wahrscheinlich in der 
pflanzlichen Zelle gar nicht messend verfolgen lassen. Vielleicht wird aber 
auch die Umwandlung in Sphiroproteine von irgendwelchen chemisch nicht 
fafbaren Wirkstoffen gesteuert (Kern- oder Plasmawirkstoffe). 

Aus diesen Darlegungen geht hervor, daft durchaus nicht vorgebildete 
Vakuolen, die etwa durch Zerteilung der zentralen Vakuole zustande kom- 
men, dazu erforderlich sind, daf Aleuronkérner gebildet werden. Es ist 
anzunehmen, daf noch in manchen anderen Samen die Aleuronkornbildung 
in analoger Weise verlauft. Bevor also nicht unter Heranziehung allen 
Riistzeugs der weiterentwickelten mikroskopischen Technik alle alten 
Untersuchungen nachgepriift sind, wird man sich iiberhaupt noch kein ab- 
schlieRendes Urteil erlauben kénnen. 


Zusammenfassung 


Unter Anwendung verschiedener optischer Untersuchungsmethoden 
wurden die reifenden Samen von Soja und Lupine einem eingehenden 
Studium unterzogen. Die Untersuchungen brachten folgende Ergebnisse: 


I. Soja. 1. In den friihen Entwicklungstadien sind noch keine Aleuron- 
korner sichtbar. Die Plastiden, die anfangs unregelmafig verteilt in den Zel- 
len liegen, finden sich spater in Gruppen zusammengeschart. Sie enthalien 
autochthone Starke. Diese wird u. a. dadurch gekennzeichnet, da sie im 
Dunkelfeld als stark lichtbrechende Piinktchen aufleuchten, wahrend die 
Reservestiarke beispielsweise von Vicia Faba und Solanum tuberosum dann 
hell konturiert und im Innern optisch leer ist. 

2. Es lieB sich nachweisen, daft die in den ausgereiften Samen mancher 
Sorten vorkommende Starke auf diese autochthone Starke in den Plastiden- 
anhaufungen zuriickzufiihren ist. 

3. Die Lage der Plastidenansammlungen zu den Aleuronkérnern wird 
im reifen Samen ermittelt, um festzustellen, ob eine Beziehung zwischen 
beiden besteht. Durch Ubertragen der Schnitte in Glycerin-HCl werden 
die Aleuronkérner unsichtbar; es bleibt in den Zellen ein zartes plasma- 
tisches Netz zuriick, dessen Maschenraume zuvor die Aleuronkérner aus- 
fiillten. Die Plastiden liegen teils wandstandig, teils in den Schnittpunkten 
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des Netzes. Es konnte nicht entschieden werden, ob das Netz den Plastiden 
oder dem Plasma zuzuordnen ist. 

4. Die in der Sojabohne reichlich auftretenden Fettsubstanzen sind in 
dem plasmatischen Netz lokalisiert. 

5. Der Fettnachweis mit Sudan-I]I-Glycerin fiihrt zu einem Ent- 
mischungsvorgang, den der Lésungsalkohol fiir Sudan III bedingt. Da- 
durch sind nun auch alle Methoden lokalisierten Fettnachweises mit Farb- 
stoffen, die unter Alkoholzusatz in hydrophilen Lésungsmitteln gelést sind, 
unzuverlassig. 

6. Unter Zugrundelegung der gemachten Beobachtungen sowie der fein- 
baulichen Elemente und Grenzschichten der Zelle wird versucht, eine Vor- 
stellung von der Entstehungsweise der Aleuronkérner zu gewinnen. 

Es ist anzunehmen, daf die Attraktionsbereiche der Reserveproteine in 
den Maschenriiumen des fibrillaren Netzwerkes der Plasmaeiweife liegen. 


Il. Lupine. 1. Auch hier ist, wie bei Soja, der Zeitpunkt des ersten Auf- 
tretens der Aleuronkérner nicht feststellbar. 

2. Auf die Bedeutung bzw. Notwendigkeit eines praktisch wasserfreien 
Einschlu&mediums wird eingegangen. 

3. Mit Hilfe des Phasenkontrastverfahrens wird festgestellt, dal die 
Proteinkérner keinerlei geformte Einschliisse, also auch keine Globoide 
oder sonstigen vorgebildeten Strukturen enthalten. Dieser Befund steht 
im Widerspruch mit den Ergebnissen von Wieler und lat die von ihm 
entwickelte Theorie recht zweifelhaft erscheinen. 


III. Eine Entscheidung dariiber, ob die Aleuronkérner alle oder wenig- 
stens zum Teil .cytoplasmatischen oder plastidischen Ursprungs sind, wird 
sich wohl erst ergeben kénnen, wenn alle bisherigen wesentlichen Beob- 
achtungen an ihnen unter Anwendung moderner physikalisch-chemischer 
und mikroskopischer Methoden nachgepriift sind. 


Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. Dr. H. Ullrich 
angefertigt. [hm sowie Herrn Dozent Dr. A. Arnold danke ich herzlich fiir wert- 
volle Ratschliage. Ferner méchte ich Herrn Prof. Dr. B. Husfeld, Direktor des For- 
schungsinstituts fir Rebenziichtung, Geilweilerhof/Pfalz, meinen Dank aussprechen, 
der es gestattete, daB an seinem Institut ein grofer Teil der Arbeit ausgefiihrt wer- 
den konnte. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich fiir die Zurver- 
fiigungstellung von Apparaten, die fiir die vorstehenden Untersuchungen benutzt 
werden konnten. 
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Es liegen bisher nur wenige Beobachtungen an Pflanzenzellen vor, die 
es gestatten, die elektrische Spannung zwischen Protoplasma und Aufen- 
medium an der ruhenden Zelle mit dem Ausmaf des Aktionsstroms zu ver- 
gleichen, und diese beziehen sich auf Algenzellen. Als geeignete Zellen aus 
dem Gewebeverband einer héheren Pflanze erschienen uns fiir solche Unter- 
suchungen die der beiden Zellschichten der Blasenwand von Utricularia 
vulgaris. 

Methodisch sind wir, ahnlich wie Diannelidis (1948), so vorgegangen 
wie Umrath (1932) bei seinen Untersuchungen an Nitella-Zellen. Wir 
haben also mit Elektroden abgeleitet, die mit 0,1 normaler KCl-Lésung 
gefiillt waren und deren Glas vorne kapillar ausgezogen war. Die eine 
Ableitungselektrode mit feiner Spitze von etwa 10—30 u aiuferem Spitzen- 
durchmesser konnte leicht in das Innere einer Utricularia-Blase, mitunter 
aber auch in eine Zelle der Blasenwand, eingestochen werden. Die zweite 
Ableitungselektrode mit weitem Spitzenteil tauchte in das umgebende 
Wasser. Zwei ahnliche Elektroden dienten als Reizelektroden, sie tauchten 
in der Nahe der zu messenden Blase so in das Wasser, daf ihre Verbindungs- 
linie méglichst senkrecht auf der der beiden Ableitungselektroden stand, 
damit der Reizstrom die Spannungsmessung médglichst wenig stére. Als 
Reiz diente ein Offnungsinduktionsschlag eines Induktoriums mit Eisen- 
kern und vollstandig iibereinander geschobenen Spulen, das wahrend des 
Schliefungsschlages kurzgeschlossen und von den Reizelektroden abge- 
schaliet war. Zur Messung diente ein Lindemann-Elektrometer, dessen 
Ausschlige photographisch registriert wurden. 

Schon durch die Untersuchung von Nold (1934) war bekannt, daft das 
Innere der Utricularia-Blase gegeniiber dem Auffenmedium elektrisch posi- 
tiv ist. Diannelidis (1948) hat durch Anwendung einer besseren Methodik 
einen héheren Betrag fiir diesen Spannungsunterschied erhalten. Da das 
Blaseninnere vom Auffenmedium nur durch die zwei Zellschichten der 
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Blasenwand getrennt ist, so muff sich die Potentialdifferenz zwischen dem 
Blaseninneren und dem Auffenmedium aus den Potentialdifferenzen an 
diesen beiden Zellschichten zusammensetzen. Die in das Blaseninnere hinein- 
ragenden vierstrahligen Haare tauchen in dasselbe Wasser wie die Zellen 
der Innenwand der Blase; da somit zwischen diesen beiderlei Zellen kein 
nennenswerter Spannungsunterschied bestehen kann, diirften die Haar- 
zellen fiir unsere Betrachtungen keine wesentliche Rolle spielen. Auf Grund 
der Untersuchungen von Umrath (1943) an Nitella-Pflanzen hat sich 
Diannelidis (1948) folgende Vorstellungen iiber die elektrischen Span- 
nungen an der Utricularia-Blase gemacht, die ihn in Zusammenhang mit 
der Wasserbewegung durch die Blasenwand von innen nach auften interes- 
siert hat. Das Protoplasma der Zellen ist gegeniiber der Aufenlésung elek- 
trisch negativ, und diese Potentialdifferenz ist dort wesentlich gréRer, wo die 
Zellen an Wasser als Auffienmedium grenzen, als dort, wo sie an Nachbar- 
zellen grenzen. Das Blaseninnere ist nun dadurch gegeniiber dem Aufen- 
medium elektrisch positiv, da die Zellen der Innenschichte der Blasenwand 
gegeniiber dem Wasser im Blaseninneren starker elektrisch negativ sind 
als die Zellen der Aufenschichte der Blasenwand gegeniiber dem Wasser 
auferhalb, wahrend die beiden Zellschichten gegeneinander nur eine sehr 
geringe Potentialdifferenz haben. 

Folgende Befunde von Diannelidis (1948) stiitzen die eben darge- 
legte Auffassung. Er fand im Mittel seiner Messungen das Wasser im 
Blaseninnenraum ++ 108 Millivolt, das Protoplasma der Zellen der Blasen- 
aufenwand —59 Millivolt gegeniiber dem Aufenmedium. Wurde das 
auRere Wasser durch 0,1 normale Kaliumchloridlésung ersetzt, von der man 
weit, da sie die elektrische Spannung an den Zellgrenzflachen aufhebt 
oder sogar etwas umkehrt, so stieg das positive Potential im Blaseninneren 
zunachst im Mittel um weitere 59 Millivolt, offenbar weil zunachst nur die 
Potentialdifferenz zwischen den Zellen der Blasenaufenwand und dem 
umgebenden Wasser, die, wie oben erwahnt, mit —59 Millivolt gemessen 
worden war, aufgehoben wurde. Erst spater sank das Potential im Blasen- 
inneren auf Null, offenbar weil mit dem Eindringen des Kaliumchlorids auch 
die Potentialdifferenz zwischen den Zellen der inneren Blasenwand und dem 
Wasser im Blaseninneren aufgehoben wurde. 

Wir selbst haben die Spannung zwischen dem Blaseninneren und dem 
Aufenmedium an vielen funktionsfahigen Blasen registriert und geben, wie 
auch im folgenden, den Mittelwert, seinen mittleren Fehler und in Klammer 
die Extremwerte an. Unsere 54 Messungen ergaben fiir das Blaseninnere 
+104+4 (150, 31) Millivolt, wihrend Diannelidis (1948) in 18 Ver- 
suchen + 108 + 9 (171, 28) Millivolt gefunden hatte. Die Ubereinstimmung 
ist, wie man sieht, sehr gut. 

Gelingt es, eine feine Elektrode nur so weit einzustechen, daft sich ihre 
Spitze in einer Zelle der Blasenwand befindet, so wird es sich dabei wohl 
meisiens um eine Zelle der Auenschichte handeln. Da die Spitze einer ein- 
gestochenen Elektrode nicht sichtbar ist, laBt es sich aber nicht entscheiden, 
ob sie in eine Zelle der BlasenauRenwand oder in eine der Innenwand ein- 
gestochen ist, zumal in beiden Fallen etwa dieselbe elektrische Spannung 
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gegeniiber dem Wasser auferhalb der Blase zu erwarten ist. Daf eine 
Elektrodenspitze beim Einstich durch die Blasenwand in eines der vier- 
strahligen Haare dringt und in seinem Inneren bleibt, ist wohl sehr unwahr- 
scheinlich. In den neun Fallen, in denen wir eine Zelle der Blasenwand ein- 
stechen konnten, fanden wir —37+9 (—119, —38) Millivolt, wahrend 
Diannelidis (1948) in neun derartigen Messungen — 59 + 7 (— 100, — 36) 
Millivolt gefunden hatte. Auch hier ist die Ubereinstimmung eine sehr gute. 





Abb. 1. Aktionsstréme von Blasen von Utricularia vulgaris. Uberall zu Beginn 
und am Ende NullsteHung des Elektrometers. Ein positives Potential der einge- 
stochenen Elektrode bedingt einen Ausschlag nach oben. a und c Elektrode in 
eine Zelle der Blasenwand eingestochen, Potential negativ, dann Aktionsstrom 
positiv. dann Nullstellung des Elektrometers mit einer Eichspannung von — 0,1 Volt. 
b und d nach dem Einstich der Elektrode in das Blaseninnere, Potential positiv, 
Eichung — 0.1 Volt, positiver Aktionsstrom, in d vielleicht mit negativem Anfangs- 
teil. Reiz in a bis d ein Offnungsinduktionsschlag mit einem Akkumulator im 
Primiarkreis. e bis g drei aufeinanderfolgende Aufnahmen von einer Blase, 
Elektrode ins Blaseninnere eingestochen, positives Potential, von e nach g wahr- 
scheinlich infolge der starken Reizungen abnehmend, Eichung — 0,1 Volt, Reiz 
Offnungsinduktionsstrom mit fiinf Akkumulatoren im Primarkreis. in e Strom- 
stiirke im Primarkreis durch einen Vorschaltwiderstand auf die Hialfte herab- 
gesetzt, Richtung des Reizstroms in f umgekehrt wie in e und g. Aktionsstrom 
in e positiv, in f mit sehr deutlichem, in g mit kurzem negativem Anfangsteil. 
Zeitmarken 10 Sekunden. 


In drei von den neun Fallen, in denen wir unsere Elektrode in eine Zelle 
der Blasenwand eingestochen hatten, gelang es uns, durch einen elektrischen 
Reiz einen Aktionsstrom auszulésen und diesen zu registrieren. In Abb. 1 a 
und ¢ sind zwei solche Aufnahmen wiedergegeben. In allen Fallen wurde 
die gemessene Spannung wahrend des Aktionsstroms voriibergehend redu- 
ziert. Bei der ersten Zelle war die Spannung vorher — 69 Millivolt gegen- 
iiber dem Wasser aufferhalb und sie wurde wahrend des Aktionsstroms 
um 50 Millivolt reduziert, bei der zweiten Zelle war die Spannung vorher 
— 56 Millivolt und wurde um 30 Millivolt reduziert, bei der dritten war sie 
vorher — 38 Millivolt und wurde um 28 Millivolt reduziert. Nach diesen 
Befunden wiirde die Potentialdifferenz zwischen dem Protoplasma und dem 
AuBenmedium wahrend des Aktionsstroms im Mittel um 67% reduziert. 

Die meisten Reizversuche haben wir in den Fallen angesiellt, in denen 
die feine Elektrode bis in das Innere der Blase eingestochen war. Zunichst 
haben wir, wie auch in den oben besprochenen Versuchen, durch einen 
Offnungsinduktionsschlag gereizt, bei dem ein Stahlakkumulator als Strom- 
quelle fiir das Induktorium mit Eisenkern und vollstandig iibereinander ze- 
schobenen Spulen diente. Dieser Reiz war in den meisten Fallen wirksam und 
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er bedingte dann einen Aktionsstrom, der das positive Potential des Blasen- 
inneren voriibergehend vergréfferte. In Abb. 1 b und d sind zwei solche Ver- 
suche wiedergegeben. In einem Teil der Versuche haben wir dadurch noch 
starkere Reize angewandt, daft wir fiinf Stahlakkumulatoren in den Primiir- 
kreis des Induktoriums schalieten. Diese Reize lésten immer Aktions- 
stréme aus. In vielen Fallen wurde das positive Potential des Blasen- 
inneren zunachst stark reduziert, und es folgte ein Wiederanstieg, der in 
den schon beschriebenen positiven Aktionsstrom iiberging. Abb. 1e, f, g 
zeigt drei nacheinander aufgenommene Aktionsstréme; bei den Reizen dien- 
ten immer fiinf Stahlakkumulatoren als Stromquelle, bei e war die Strom- 
stirke im Primarkreis des Induktoriums aber durch einen Vorschaltwider- 
stand auf die Halfte herabgesetzt. In e sieht man einen einfachen positiven 
Aktionsstrom. Bei f war die Stromrichtung umgekehrt und die Stromstirke 
doppelt so hoch wie in e. Man sieht zunachst einen grofen negativen 
Aktionsstrom von einigen Sekunden Dauer, der dann in einen lang- 
gezogenen positiven iibergeht. In g ist die Stromrichtung wieder wie in e, 
die Stromstirke wie in f. Der negative Aktionsstrom ist kiirzer und weniger 


ausgepragt, der positive erreicht seinen Héchstwert bald und fallt dann 
langsam ab. 


Wir méchien die Aktionsstréme folgendermafen deuten. Die Zellen der 
aiuferen Schichte der Blasenwand sind offenbar leichter erregbar, schwache 
Reize lésen nur in ihnen einen Aktionsstrom aus, ihre Spannung gegen das 
auRere Wasser wird voriibergehend reduziert und es kommt zu dem posi- 
tiven Aktionsstrom, das heifit, zu einer voriibergehenden Vergréferung der 
Spannung zwischen dem Blaseninnenraum und dem umgebenden Wasser. 
Der positive Aktionsstrom ist dem Potentialanstieg vergleichbar, den 
Diannelidis (1948), wie erwahnt, bei Einwirkung von 0.1 normalem KCl 
in den ersten Sekunden beobachtete. Wenn starkere Reize auch die Zellen 
der Innenschichte der Blasenwand erregen, so ist ein Riickgang der ge- 
messenen Spannung, ungefahr auf Null, zu erwarten, den man auch an 
manchen Kurven in den ersten Sekunden nach dem Reiz sieht. Der in der 
Folge immer zu beobachtende Anstieg der Spannung iiber ihren Normal- 
wert zeigt offenbar, dali der Aktionsstrom der Zellen der AuRenschichte der 
Blasenwand viel langer dauert als derjenige der Zellen ihrer Innenschichte. 
Gewisse Unterschiede in der Form des Gesamtaktionsstroms sind wahr- 
scheinlich dadurch bedingt, dal} je nach Richtung des Reizstroms und son- 
stigen Umstanden der Aktionsstrom der Innenschichte verschieden aus- 
gepriagt ist, also wohl verschieden viele Zellen erfaft. Vielleicht dauert der 
Aktionsstrom der Zellen der Innenschichte auch verschieden lange oder es 
steigt der Aktionsstrom der Zellen der Aufenschichte verschieden rasch zu 


_seinem Maximalwert an. Auf einer langsamen Entwicklung des Aktions- 


stroms der AuBenschichte kénnte es beruhen, daft in Abb. 1 f der negative 
Aktionsstrom etwas unter die Nullinie geht und daft der positive nur lang- 
sam entsteht. Ein Reizeinbruch kann sich nur im allerersten Teil der Kur- 
ven bemerkbar machen, weil der Reiz sehr kurz dauert und das Elektro- 
meter, wie man an ‘den Eichkurven sieht. sich rasch genug einstellt. 
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Uber das Ausmaft des Aktionsstroms im Vergleich zu der Normalspan- 
nung zwischen Protoplasma und Aufenmedium [aft sich fiir die Zellen der 
Innenschichte der Blasenwand nur sagen, daft es recht grof sein muf. Fiir 
die Zellen der Auffenschichte gibt der positive Teil des Gesamtaktions- 
stroms ein gutes Maf ihres Aktionsstroms. Die Ausmessung von 42 solchen 
Aktionsstrémen hat 59 + 3 (115, 31) Millivolt ergeben. Demnach wiirde an 
den Zellen der Auftenschichte der Blasenwand der Aktionsstrom die Span- 
nung zwischen Protoplasma und duferem Wasser voriibergehend gerade 
volistandig riickgiingig machen. Daf die oben angefiihrien direkten Mes- 
sungen, bei denen die Spitze einer Elektrode in eine Zelle der Blasenwand 
eingestochen war, etwas kleinere Aktionsstréme ergaben, mag darauf be- 
ruhen, da diese Zellen durch den Einstich etwas geschadigt waren und 
deshalb etwas kleinere Aktionsstréme zeigten. 


Zusammenfassung 


An den Blasen von Utricularia vulgaris ist das Wasser im Blaseninneren 
etwa 106 Millivolt elektrisch positiv gegeniiber dem Aufenmedium. Bei 
schwachen Reizen ist der Aktionsstrom positiv, das heift, er bildet eine vor- 
iibergehende Vergréferung dieses Potentials. Bei starken Reizen bildet der 
Aktionsstrom zuerst eine Verminderung des Potentials auf etwa Null, der 
sich dann der schon erwahnte positive Aktionsstrom anschlieBt. 

Das positive Potential im Blaseninneren ist als Differenz einer gréReren 
Spannung zwischen dem Wasser im Blaseninneren und den Zellen der 
Blaseninnenwand, etwa 164 Millivolt, und einer kleineren Spannung zwi- 
schen dem Wasser aufferhalb und den Zellen der BlasenauRenwand, etwa 
58 Millivolt, zu deuten. Der nach starken Reizen zu Beginn auftretende 
negative Teil des Aktionsstroms ist als voriibergehendes Verschwinden die- 
ser beiden Potentiale, also als Aktionsstrom beider Zellschichten, zu deuten, 
der positive Aktionsstrom von etwa 59 Millivolt ist als Aktionsstrom nur der 
Zellen der Aufenschichte der Blasenwand zu deuten, bei dem ihre Span- 
nung gegeniiber dem duferen Wasser voriibergehend vollstandig ver- 
schwindet. 
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The purpose of these experiments was to determine whether radioactive 
sodium would penetrate two physiologically different types of cells, one 
of which differentially accumulated K ions and the other Na ions. These 
types are illustrated by Valonia macrophysa which normally accumulated 
a greater proportion of KCl in the sap as opposed to Halicystis Osterhoutii 
which contains a lower concentration of KCl and a higher concentration of 
NaCl in the sap under normal conditions. It would be important to find 
out whether this relation exists when radioactive sodium was used and to 
measure its rate of penetration into each of these plants. 


Method 


Na” was obtained from the University of California cyclotron as 
0.55M NaCl. 16ml. of this solution was added to 34 ml. of sea water, giving 
an activity of 246.9 counts per minute per 0.iml. The activity of this 
concentration was 0.045 uc. The half life of Na** is about 2% years. The 
activity of this solution was assumed to be constant during the experiment. 
It was measured at various intervals by taking 0.1 ml. of the solution, 
drying it and testing it without finding any change. The term Na” 
“constant” was used here to indicate this procedure. The uranium 
standard was always used as a control to test the Geiger-Miiller counter 
with the background subtracted. Various “ backgrounds” were used for 
the experiments. In some cases only the stender dishes without sea water, 
while in other cases the stender dishes with sea water were used. 

The volume of the total cells was measured by noting the sea water 
which they displaced in a graduated vessel. 

The volume of the sap was measured by piercing the cell wall and 
extracting the sap. In the tables, the results are equated to a standard 
volume of 10 ml. 
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The experiments were done at the Bermuda Biological Station. The 
plants were collected about two weeks before experimentation, were 
washed, cleaned, and freed of other growths and only those remaining 
dark green and turgid were used. In order to test for viability after sub- 
jection to the experimental solution, some plants were replaced from the 
radioactive solution into sea water alone and observed for several days to 
a few weeks. In most cases, no injury was observed. Those plants which 
showed injury at the end of the experiment, such as lack of turgidity, or 
a mottled appearance, were discarded and not included in the measure- 
ments. 

The p, of the sea water at Bermuda was 8.4. The experimental solution 
of Na* was adjusted to correspond to the sea water composition at Ber- 
muda. “Reconstructed ” experimental solution consisted of Na* which had 
been used several times and adjusted to its original volume by evaporating 
to dryness and making up to the original volume, thus ridding it of any 
organic matter that may have been introduced from the previous ex- 
perimental plants. The activity of this solution was 360 counts per minute 
for tml. The Na content was 0.466 M. 

Two methods were used for handling the cells during experimentation; 
by perfusion of whole cells in a closed system, utilizing the constant drip 
method by which the cell was subjected to the same concentration during 
the course of the experiment, and by immersing the plants in the ex- 
perimental solution without disturbance. After certain time intervals, 
some of the plants were taken out of the experimental solution, washed 
4 to 6 times in sea water and then placed in the counting chamber either 
immediately or after a sojourn of 5 minutes or less in sea water for possible 
exosmosis of Na*. Uniformity of distance from the counting tube was 
always carefully observed. Finally. the sap was extracted and the cell 
wall separated and both measured separately. 


The dead and living cells were separated and measured separately for 
penetration of Na*. The figure for dead cells was subtracted from the 
whole figure, leaving the difference as indicating the uptake by living cells. 
In the same way. the difference in uptake between the whole living cells 
and their sap and walls was used to indicate the amount taken up by the 
protoplasm. The figures in the table are computed on a basis of 10 ml. for 
comparison, i.e., volume of cells being considered as if they were of this 
capacity. 

Each reading is the statistical average of 7 readings. The results at 
89 hours appear out of line with reference to the figures both before and 
after. A sojourn of 5 minutes in sea water would hardly account for the 
relatively large exit of Na* as indicated in the third set (90 hours, 49 min- 
utes). 

Table 1 gives the results of one experiment (+ 12) in which 21 small and 
medium-sized Valonia were immersed in 30 ml. of “ reconstructed ” Na* in 
sea water for various periods of time. They were removed at specified 
intervals, rinsed several times in sea water and placed in the Geiger-Miiller 
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counter for determination of the penetration of Na*, and then replaced in 
the experimental solution for further study. The total time was 137 hours 
and 22 minutes. At the end of the experiment the sap of the surviving 
plants was extracted. The plants had previously been washed 5 times in 
60 ml. of fresh sea water, allowed to stand 5 minutes, rinsed twice more, 
dried quickly on filter paper and were then ready for measurement of the 
sap which was extracted, and the cell walls. 


Results with Valonia 
Table 1 (Valonia) 


Showing the rate of uptake of Na* into Valonia, including the whole cell, and its 
parts, namely, sap, wall and protoplasm. Column | is time in hours and minutes; 
Column II, measurements on the Geiger-Miiller counter of the background and the 
Valonia in counts per minute (c/m); Column III is the difference between the two 
readings in Column II when equated in each case to 10 ml. for comparison. 











eR OR aT: 





Time Counts per Minute Benger 
I Il F 
Til 
Whole Cells 
1. After 46 hrs. Background 56.0 + 1.1 3.6 + 1.5 
Valonia 59.0 + 1.0 
2. After 89 hrs. Background 59.4 + 1.0 12.38 + 15 
Valonia Ee + 2S 
3. After 90 hrs. Background 58.9 + 1.1 5.1 + 1.5 
49 min. Valonia 64.0 + 1.1 
(After 5 min. in sea water 
without Na*) 
4. After 137 hrs. Background 62.1 + 1.5 8.8 + 2.2 
22 min. Valonia 70.9 + 1.6 
(Living and dead cells) 
5. After 1401/5 hrs. Whole cells living 5.5 
(By difference) 
6. After 1401/2 hrs. Sap of the living cells 
Background 67.1 + 14 —12+2 
Sap 65.9 + 1.4 
Cell walls of living cells 
Background 68.9 + 1.3 1+4 
Walls 70.0 + 1.6 
Protoplasm of living cells 4.4 


(By difference) 


Before each reading the background was taken and then subiracted from 
the reading of the cells. Column III gives the uptake of Na* in counts per 
minute (c/m) by Valonia. 

It was found that the sap contained only a trace of Na* while the cell 
walls had slightly more. This may have been due to contamination by 
incomplete separation of the protoplasm from the rest of the cell. The 
protoplasm, however, had taken up considerable Na*, reaching a con- 
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centration dependent on the volume of the protoplasm. In a few of the 
other experiments which were incomplete, it was found to be 4 or 5 times 
that of the external solution. The rate of uptake seems steady, if the 
89 hour results are considered out of line, as appears possible. The sap of 
dead cells takes up considerable Na*. 


Calculation of the Permeability Constant 


The surface of living Valonia cells is roughly calculated on the as- 
sumption that a X 1.3 (mean diameter)* is a fair guess. Each cell was 
calculated separately and the surfaces added together, giving 47cm*. The 
intake for this experiment was 4.4c/m per unit volume of protoplasm. The 
initial gradient of this diluted sample of solution used was 40c/m per 1 ml. 
The equation for the permeability constant is as follows: 


P=GM-cm-2?-sec.—! (GM-L—1!) (See Brooks and Brooks 1941) 
or 
a ica 
47 em? X 8430 min. < 40 ¢/m 
= 2.8 X 10-7 per minute or 4.6 X 10-9 cm. per sec. 


This figure indicates the rate, as measured by counts on the Geiger-Miiller 
counter, of impacts from Na*, passing in or out of the cell per 1 cm? of 
surface, per second, for a difference of 40 counts per minute in the external 
solution. 


Table 1 shows the rate of intake of Na* into whole Valonia plants at 
various time intervals, and after the sap and cell walls had been separated 
from the protoplasm at the end of the experiment. In the earlier work, 
analyses of sap alone were made, and the réle of the protoplasm was not 
acknowledged. Brooks (1939) however showed that the uptake by the 
protoplasm is considerably greater than that by the sap. These experiments 
again show that a greater concentration of Na* is found in the protoplasm 
than in the sap. 


In Table 1 there was a definite rate of uptake, if the figure at 89 hours 
is eliminated (represented in line 2). Line 4 gives the data for both living 
and dead cells, and line 3 for those living after the dead cells had been 
removed, so that it appears as if a state of equilibrium was being reached. 
In the former work (Brooks 1937, 1938, 1940, 1943), a definite rhythm was 
found showing an intake and a subsequent loss of ions. However, in this 
later work, where the method was changed to allow a constant external 
concentration of Na*, a steady rate was found and the sources of error 
eliminated. 


Results with Halicystis 
Halicystis cells were collected from the beaches and kept 6 days after 


cleaning, in running sea water. They were in good condition when used, 
i.e., turgid and dark green in color. 
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In this experiment 15 cells with a total volume of 9.5 ml. were placed in 
radioactive sodium solution in sea water and the same methods were 
followed as with Valonia previously described. Table 2 gives the results. 


Table 2 (Halicystis) 


Showing the rate of uptake of Na* into Halicystis, including the whole cell, the 
sap of the same cells, and the walls and protoplasm. Column [| is time in 
minutes; Column II, counts per minute of the background and of the experimenial 
material; Column III, the difference between the two readings in Column II in 
counts per minute equated to 10ml.; Column IV, the number of readings taken. 





: | Difference No. of 
_ Counts “9 Minute e/m per 10 ml. Readings 
Ill IV 





Whole Cells (Living) 


Minutes Background 59.4 7.3 1 
2535 Halicystis 66.7 
5495 Background 60.9+1.2 | 48 + 1.0 + 
Halicystis 65.7415 | 
7035 Background 488 +09 | 35 + 1.3 7 
Halicystis 52.3+0.9 | 
Sap only of the same cells 
At end of Background 44.8 + 1.2 yi a PY 8 
Experiment Sap 47.5 + 1.2 
Cell wall and Protoplasm of 
same cells 
At end of | Background 348+0.9 | 19+14 7 
Experiment Walls and 
Protoplasm 36.7 + 1.0 


In this experiment, the readings were taken at various time intervals 
of the whole cells in the same way as in the case of Valonia. At the end of 
the experiment, these plants were then separated into their constituent 
parts, namely, sap, wall and protoplasm and determinations for penetration 
of Na* then made. The wall and protoplasm were measured together since 
it was previously found that little Na* is taken up by the walls. 

Column III gives the counts per minute. They show a gradual decrease 
of Na* uptake with time. The greater proportion of Na* taken in by the 
cell was found in the sap and little in the protoplasm. Three other un- 
completed experiments not here described, in this series, gave the same 
results. This is the opposite of the results found with Valonia. These pre- 
liminary results show the preponderance of Na* in the sap of Halicystis 
as opposed to Valonia. It is hoped that further investigation will explain 
why Na* is stopped by the protoplasm of Valonia, but permitted to filter 
through the protoplasm to the sap in the case of Halicystis. It is also of 
interest to note that in the case of Valonia there is a progressive increase 
in the concentration of Na* taken up by the cells, whereas, in Halicystis, 
the maximum rate appears earlier, after which a decrease appears. 


5* 
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Conclusions 


In comparing the uptake of Na* by Valonia and that by Halicystis, ii 
was found that the greater proportion was taken up by the protoplasm in 
the former case, and by the sap in the latier case. 

In former experiments only the sap was tested for penetration and 
found to contain negligible concentrations of Na in Valonia and com- 
paratively larger concentrations in Halicystis. It is therefore of interest to 
show that Na* does penetrate Valonia but is taken up by the protoplasm 
considerable concentrations; but that it does not pass into the sap under 
normal conditions, thereby showing that the semi-permeable membrane 
between the sap and the protoplasm is the region of non-penetration. In 
Halicystis this is not the case since Na* was found in both the sap and the 
protoplasm of this cell. 

Further work on the difference between these two membranes would be 
of interest in elucidating the movement of K and Na ions through mem- 
branes. 

This paper was assembled by Matilda M. Brooks. 
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I. Introduction 


The hyaline, optically empty, portion of protoplasm is known to contain 
submicroscopic particles, but relatively little is known of their nature. 
With the advent of the electron microscope their characteristics are be- 
coming clearer, even though the particles have of necessity had the water 
removed from them by drying in vacuo. The work presented here deals 
with a view of these protoplasmic particles on the micellar levels down to 
the molecular-micellar border line, thus including component particles 
from about 100A in size up to say 5000 A. 

The aim is to demonstrate four aspects of these particles; first the 
occurrence of particles over a wide range of sizes; secondly, the great pre- 
dominance of the very small over the larger sizes; third, the wide variety 
of differences in shape and internal structure; and fourth, the pos- 
sibility of bringing together the upper molecular levels with the lower 
micellar structures. These points we think give us a basis for protoplasmic 
investigation in the submicroscopic levels. 

For many years we have been concerned with a molecular approach to 
protoplasmic structures (Sponsler 1929, 1933, 1940, 1940, 1944, Sponsler 
and Bath 1942), and now with the use of the electron microscope it has 
become possible to extend this work up into the micellar region and at the 
molecular-micellar borderline even to tie the two views of protoplasm 
somewhat together. 

In contrast to previous indirect experimental methods (Seifriz 1956) 
of studying submicroscopic protoplasmic components, the electron micro- 
scope has the great advantage (Wyckoff 1949, 1951, 1951, Frey- Wyss- 
ling 1948) of rendering these components directly visible. To the visual- 


1 Presented at the December 1951 meeting of the Western Society of Naturalists. 
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minded biologist this represents a great advance over earlier physical 
methods. 

The uliramicroscope (Gaidukov 1906, 1910, Zsigmondy 1909, Cham- 
bers 1917, Bayliss 1920, Taylor 1925, Price 1914, Mott 1912), and ultra- 
centrifuge methods (Claude 1941, 1943, 1943, 1946, Schneider and Hoge- 
boom 1951, Lazarow 1943) had both suggested earlier to the biologist that 
submicroscopic particles of a wide range of particle sizes would be found 
in protoplasm. This view seems to be now capable of further study by 
means of the electron microscope, and such protoplasms as we have studied 
seem to confirm this view. 


Il. Materials and Methods 


A relatively wide variety of protoplasmic materials have been used for 
these investigations; for example, such lower forms as the slime mold. 
Physarum polycephalum, the green alga, Nitella, and higher forms of 
flowering plants such as Elodea leaves, root tips of Allium and staminal 
hairs of Tradescantia. These were chosen since minute amounts of proto- 
plasm could be taken directly from the cells with a minimum of mechanical 
disturbance. -For example, the large internodal cell of Nitella was cut 
transversely, and the material from the cut end was allowed to ooze out 
directly on to an electron microscope screen which had been previously 
coated with a parlodion film. This preparation was air-dried and then 
studied in vacuo with the electron microscope”. The fresh Onion root 
tips and staminal hairs were also cut transversely, and the cut ends 
touched to the coated screen. With these materials it was sometimes 
necessary to spread and dilute the material by adding a drop of 
distilled water or of physiological saline. This was then carefully drawn 
off, and the specimen allowed to dry before studying in vacuo with the 
electron microscope *. Practically the same method was followed with the 
slime mould, except here it was necessary to mechanically suspend 
a minute fragment of the material in either distilled water or physiological 
saline prior to allowing a small droplet of the suspension to stand in con- 
tact with the electron microscope screen. In all of this work the attempt 
was to keep the material in as nearly a natural state as possible, except for 
the necessary drying in vacuo. 


III. Variations of Size 


In Fig. 1 A an electron micrograph of the protoplasm of the slime mold, 
Physarum polycephalum, is shown at a magnification of 16,000. The large 
black particle in the figure is about 6000A or 0.6 in diameter (1 u = 


* The electron microscope used in this work was an R.C. A. Type E.M.U. made 
available to us by the Department of Engineering, University of California, Los 
Angeles. We wish to express our appreciation to Mr. Henry Froula of that De- 
partment for maintaining the instrument for us. 
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10,000 A). Such a particle would appear as merely a visible speck in the 
light microscope. Intermediate sized particles of about 1,500 occur as 
well as many small particles about 300 A in diameter. These sizes, as just 
mentioned, would not be visible in the light microscope but would form the 
hyaline protoplasm. They would appear as bright specks in the ultra- 
microscope being rendered indirectly visible there only by their reflected 
light. Particles of similar sizes were also observed in the Onion root tip 
material, protoplasm from one of the higher plants, shown in Fig. 1 B. Other 
protoplasms examined contained a similar great variety of particles of 
various sizes. 





Fig. 1 A. Protoplasm from the slime mold, Physarum polycephalum: electron micro- 
graph enlarged to 16,000X. Scale: 16mm. = 1 micron. 


Fig. 1B. Onion root-tip protoplasm enlarged to 16,000 from electron microscope 
photograph; scale: 16mm. = 1 «. 


IV. Distribution of Sizes 


As regards size distribution, the ultramicroscope and ultracentrifuge 
have earlier suggested that the very small particles would be much more 
numerous than those near visibility. It was pointed out that in the hyaline 
protoplasm of the Amoeba (Bayliss 1920): 

“ With sufficient intensity of illumination it is not difficult to see that 
the clear protoplasm of the pseudopodia contains an immense number of 
very minute particles shown by their bright diffraction images. They are 
in vigorous Brownian movement, and it is scarcely possible to distinguish 
separate particles on account of their number. The general appearance is 
that of a shimmering tremulous movement in the field of view.” 

This predominance of the very minute submicroscopic particles has been 
confirmed by the electron microscope as indicated in figures 2A and B. 








72 O. L. Sponsler and Jean D. Bath 


Fig. 2A is a micrograph of protoplasmic particles from the green alga 
Nitella, and Fig. 2B is of particles from Onion root tip. In the Nitella 
sample only a few large particles occur, and there are very many of 
200-500 A in size. In the Onion root tip sample there is also an enormous 
number of very small particles of 200 and 300 A. 


V. Types of Particles 


The indirect methods although showing the existence of micellar par- 
ticles in protoplasm revealed very little about their structure. Recent 





Fig. 2 A. Protoplasm from Nitella cell; electron micrograph enlarged to 20,000X; 
scale: 20mm. = 1 4. 


Fig. 2B. Protoplasm from Onion root-tip cells; electron micrograph enlarged 
to 17,000: scale: 17 mm. = 1 wu. 


studies on the fractions obtained by ultracentrifugation have shown 
something about their chemical structure, however (Claude 1941, 1943, 
1944, 1946, 1947-48, 1949, Lazarow 1943, Stern 1943, Barnum and 
Huseby 1948, Bensley 1942, 1947, Huseby and Barnum 1950). A de- 
tailed examination of the larger submicroscopic particles by means of the 
electron microscope reveals many different types of shapes and of internal 
structures. We are showing in Fig. 3 several examples of a few types that 
were seen in our initial reconnaissance work. There are probably many 
other such unclassified types (Claude and Fullam 1945, 1946, Porter, 
Claude and Fullam 1945, Buchholz 1947). Most of these particles 
whose internal structures are shown would not appear visible in the light 
microscope; thus they would be considered as components of the hyaline 
region. 

In Fig. 3A, a large particle from the slime mold, Physarum polycepha- 
lum, is shown at a magnification of 16,000. The large spherical particle 
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is about 1% microns in diameter and seems to consist of an aggregate of 
small particles of approximately 500-750 A across. 

Fig. 3 B shows several spindle-shaped particles of a type found in Onion 
root tip protoplasm. They measure 3,000—5,000 A in length and about 500 A 
in width. They exhibit a tendency to aggregate in clusters and occasionally 
to pair. 











a Ee 


Fig. 3 A to F. Types of particles found in various protoplasms. A, C, D, and F 

from Physarum polycephalum; B from Onion root-tip cells; E from Elodea. Ruled 

scales for A, B, D, E, and F correspond to 1 micron. Scale for C corresponds 
to % micron. 


In Fig. 3C another type of particle from Physarum polycephalum is 
shown enlarged to 51,000. The particle of about 5,000 A in diameter ex- 
hibits a spongy porous structure. The scale on the figure is equivalent 
in this. instance to only 0.5 micron. 

A considerably different type of spherical particle from Physarum 
polycephalum is shown in Fig. 3D. It is at a total magnification of 
32,000, and the particle is approximately 2,500 A across. The points of 
interest here are an apparent outer cortex and inner partitions which 
appear to divide the particle into separate chambers. 

In Fig. 3 E an aggregate from the protoplasm of Elodea is shown. The 
cluster itself is about 2,500 A across. It consists of an orderly array of 
denser or heavily scattering particles. The small units which are very 
similar in size-are of the order of magnitude of 500-700 A across. 

Fig. 3 F shows what appears to be a large ellipsoidal particle from 
Physarum polycephalum. The magnification is 21,000, and the particle 








74 O. L. Sponsler and Jean D. Bath 


is about 6,000 A in width and 12,500A in length. It has within it heavily- 
scattering particles in a lighter matrix. These appear to be arranged in 
regular array. The dark particles in the interior are very similar to one 
another in size and are about 1,500 A in diameter. 

From the examples given in Fig. 3 of materials obtained from a wide 
variety of protoplasms it appears that the submicroscopic particles are by 
no means alike. They obviously differ in size, shape and internal structure. 
The significance of these various type structures is at present obscure. 





Fig. 4A. Particles from protoplasm of internodal cell of Nitella; to show nature 
of very small particles, as small as 250 A and smaller; enlarged to 25,000X; scale: 
23 mm. = 1 u. 


Fig. 4B. An area from left-center of Fig. 4A enlarged to 160,000 to show charac- 
teristics of particles with 50 A-100 A inclusions; scale: 16 mm. = 0.1 “. 


VI. Approach to the Molecular-Micellar Borderline 


Still smaller particles of sizes about 200-500 A, such as those which 
occur at the micellar-molecular borderline, also appear to have great in- 
dividuality as shown by their shape and internal organization. In Fig. 4 A 
an electron micrograph of a bit of protoplasm extruded from the large 
internodal cell of the alga, Nitella, is shown. The magnification is 25,000 x, 
and the record shows numerous minute particles of 200-300 A. Since the 
electron microscope resolves more in these very thin particles than 
can be seen on the micrograph with the unaided eye, it is possible to 
enlarge a very sharp electron-micrograph of a thin particle to 160,000 
and to see additional detail. Fig. 4B is a small portion of such an enlarge- 
ment and thus contains only a few particles. At a magnification of 
160,000, 1 millimeter is equal to 62 A, which is about the diameter of an 
average-sized globular protein molecule. 

Detailed examination of the enlargements indicates that the minute 
particles appear to be somewhat irregular in outline and to have great 
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individuality in shape. Since it is to be expected that these particles would 
not have large water contents in nature, the necessary process of drying the 
particles in vacuum for the electron microscope would not be expected to 
alter their general appearance greatly. 

Close scrutiny of the original enlargements suggests that these minute 
particles have internal structure. The particles seem to consist of dark 
patches in a lighter matrix. These have been interpreted as being large 
protein molecules in a lipid matrix. An earlier publication (Sponsler 
and Bath 1952) gives further details as a background for this inter- 
pretation *. 

The possibility of being able to actually see large protein molecules 
“in situ” within the very minute micellar particles is of course highly 
intriguing. It is possible that these minute protoplasmic particles of 
200-500 A which we are seeing here represent highly organized proto- 
plasmic mechanism or enzyme complexes. 


VII. Summary 


1. Some direct information about the particulate components of dried 
protoplasmic materials from a wide variety of species has been obtained 
by means of the electron microscope. 

2. In all of the protoplasms examined thus far submicroscopic particles 
over a wide range of sizes are found; that is, from microscopically visible 
particles to particles at the molecular-micellar borderline. 

3. Further, as regards size distribution, the very minute particles seem 
much more numerous in quantity than the larger ones at the microscopic- 
micellar borderline. 

4. A more detailed examination of the larger submicroscopic particles 
near the microscopic-micellar borderline reveals many different types of 
shapes and internal structures. 

5. At the molecular-micellar borderline great individuality is indicated. 
The possibility of relating the molecular structural work to particle studies 
with the electron microscope at the micellar-molecular borderline seems 
evident. 
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Uber Aktionsstrom und Stillstand 
der Protoplasmastrémung bei Nitella opaca 


Von 
Karl Umrath 
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Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 4. Oktober 1952) 


Fiir Nitella mucronata haben meine |i, 3] Untersuchungen gezeigt, dal 
der Aktionsstrom einer normalen Internodialzelle in gutem Zustand un- 
gefahr dasselbe Ausmaf hat, wie die mit einer in die Zelle eingestochenen 
Mikroelektrode und einer Elektrode im Aufenmedium gemessene elek- 
trische Spannung zwischen Protoplasma und umgebendem Wasser. Wenn 
die Reizstirke den Schwellenwert fiir die Auslésung eines Aktionsstroms 
iiberschritten hat, so ist der Aktionsstrom bei Nitella mucronata nahezu 
unabhangig von der Reizstarke; sehr starke Reize verzégern seinen Riick- 
gang, das heifft die Wiederherstellung des normalen Potentials zwischen 
Protoplasma und Aufenmedium, etwas. Ich habe mich jetzt an einer sehr 
jungen Internodialzelle von Nitella mucronata davon iiberzeugt, da sie 
sich ebenso verhalt wie die friiher untersuchten ausgewachsenen. 

Als ich gelegentlich Internodialzellen von Nitella opaca untersuchte, 
zeigten sie ein in mancher Hinsicht abweichendes Verhalten, das im folgen- 
den beschrieben wird. 

Methodisch bin ich so vorgegangen wie bei Nitella mucronata |2|, ich 
habe also zur Ableitung mit 0,1n KCl-Lésung gefiillte Mikroelektroden 
verwendet, von denen eine feine in die Zelle eingestochen wurde und eine 
groébere in das umgebende Wasser tauchte. Diese Elektroden wurden mit 
einem Lindemann-Elektrometer verbunden, dessen Ausschlige phoiogra- 
phisch registriert wurden. Gereizt habe ich durch einzelne Offnungsinduk- 
tionsschlage, die der Zelle durch Platinelektroden zugeleitet wurden. Wah- 
rend der Schliefungsschlage war der Sekundarkreis des Induktoriums kurz 
geschlossen' und von den Reizelektroden abgeschaliet. Die Reizstarke 
’ wurde durch Veranderung des Rollenabstandes oder eines Vorschaltwider- 
standes im Primarkreis variiert, sie ist nach einer Eichung des Induktoriums 
mit einem Galvanometer in den Figurenerlauterungen in willkiirlichen 
Einheiten angegeben. Die Plasmastrémung wurde mit einem stereoskopi- 
schen Mikroskop bei 26facher oder 5ifacher VergréRerung beobachtet, die 
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Dauer der Strémungsstillstande wurde mit einer Stoppuhr gemessen. Die 
Versuche wurden von Mai bis Juli 1951 bei 20 bis 25°C ausgefiihrt. 

An ausgewachsenen, ilteren Internodialzellen von Nitella opaca fand 
ich das Protoplasma 80—130mV negativ gegeniiber dem umgebenden 
Wasser; diese Spannung ist nur 
um etwa 40mV niedriger als 
die entsprechende von Nitella 
mucronata bei gleicher Tempe- 
ratur [4]. Es fiel demgegen- 
iiber auf, da der Aktionsstrom 
bei alteren Internodialzellen von 
Nitella opaca nur einen gerin- 
gen Teil dieser Spannung vor- 
ee ce iibergehend riickgingig machte. 
y . “ae sgewe $ von ° ° ® 
Abb, 1 Amgevadione Intermdiaale von AbD. t und 2 zeigen Beispiele 


zu Ende jedes Bildes kurz die Nullstellung YO" zwei Zellen. Die Aktions- 
des Elektrometers. a lokales Potential, b und stréme dieser Abbildungen zei- 
c erst Eichung 0.1 Volt. dann Aktionsstrom. gen alle die fiir Nitella opaca 


Reizstirken: bei a 1, bei b 1,5, bei c 2,5. typische Anfangszacke, der sich 

Union: Zettmaricon 0 90k. dann ein wesentlich langsamer 
ablaufender Teil anschlieft. 

In Abb. 1 a sieht man den Effekt einer wenig unterschwelligen Reizung, 

das, was man jetzt allgemein lokales Potential nennt und als Zeichen einer 

lokalen Erregung auffaBt, die sich an den meisten Objekten nur iiber we- 














Abb. 2. Ausgewachsene Internodialzelle von Nitella opaca, 26. 4. 52, 21°C. Zu 

Beginn und zu Ende jedes Bildes die Nullstellung des Elektrometers, dann zu 

Beginn Eichung 0,1 Volt, dann Aktionsstrom. Reizstirken: bei a 1, bei b 2, bei c 5. 
Unten Zeitmarken 10 sek. 


nige Millimeter und mit starkem Dekrement vom Reizort ausbreiteit. An 
Nitella-Zellen in Wasser ist, wie ich [3] an Nitella mucronata gezeigt habe, 
dieses lokale Potential an sehr weit voneinander entfernten Stellen einer 
Internodialzelle nur sehr wenig verschieden, auch wenn die Entfernung 
von den Reizelektroden sehr verschieden grof ist. Es werden bei einer in 
Wasser liegenden Nitella-Zelle offenbar sehr grofe Teile der Zellgrenz- 
flache in fast gleicher Weise von dem elektrischen Reiz betroffen, weil die 
Widerstande im Zellinneren und im Aufenmedium gegeniiber dem sehr 
grofen Widerstand an der Zellgrenzflache sehr klein sind. Man sieht bei 
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Nitella, da} dieses sogenannte lokale Potential nicht deswegen viel kleiner 
ist als der nach dem Alles-oder-nichts-Gesetz ablaufende Aktionsstrom, 
weil es raiumlich eng begrenzt ist, denn das ist es ja bei Nitella gar nicht, 
sondern da dem lokalen Potential offenbar eine viel geringere und in 
ihrem Ausmaffe von der Reizstiirke abhaingige Verauderung an der Zell- 
grenzflaiche entspricht als dem Aktionspotential oder Aktionsstrom. In 
Abb. 1 b und 2a sieht man bei gerade iiberschwelligen Reizen den Anfangs- 
teil des lokalen Potentials vor dem Beginn des eigentlichen Aktionsstroms. 
Ich [3] habe den Vorgang seinerzeit, als die Bezeichnung lokale Erregung 
noch nicht so iiblich war, Latenzvorgang genannt, weil er sich bei wenig 
iiberschwelligen Reizen in der Latenzzeit zwischen Reiz und Aktionsstrom- 
beginn abspielt. 
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Abb. 3. junge, 6mm lange Internodialzelle von Nitella opaca, 13. 6. 51. Oben, 

gestrichelt, Nullstellung des Elektrometers, darunter Aktionsstréme, darunter Zeit- 

marken 10sek, darunter Reizstaérken, zuunterst Zeit der Strémungsstillstande in 
Sekunden. 


Obzwar an ausgewachsenen Internodialzellen von Nitella opaca, im 
Gegensatz zu Nitella mucronata, der Aktionsstrom nur einen kleinen Teil 
der Spannung zwischen Protoplasma und Aufenmedium voriibergehend 
riickgangig macht, verlaiuft er doch, ahnlich wie bei Nitella mucronata, nach 
dem Alles-oder-nichts-Gesetz oder nahezu nach diesem, indem, wie auch 
Abb. 1 und 2 zeigen, das Ausmaf des Potentialriickgangs nicht oder nur 
sehr wenig von der Reizstarke abhangig ist. Die Dauer des Aktionsstroms 
ist allerdings, wie Abb. 2c zeigt, bei sehr starken Reizen stark verlangert. 
Ahnliches ist auch bei Nitella mucronata zu beobachten, doch diirften so 
starke Reize schon zu den schidigenden Reizen iiberleiten. 

Von den jungen Internodialzellen waren die jiingsten, unter 3mm lan- 
gen, meiner Untersuchung noch nicht zugianglich. Die nachst altere Inter- 
nodialzelle habe ich an zehn Pflanzen untersucht. Ihre Lange schwankte 
zwischen 4 und 9mm und war meist 5—6mm. Das Protoplasma war gegen- 
iiber dem Wasser auferhalb der Zelle 105 bis 138 mV negativ. Die Aktions- 
stréme waren in allen Fallen in ihrem Ausmafi von der Reizstirke ab- 
hangig, aber nicht kontinuierlich wie die lokalen Potentiale, sondern stufen- 
weise. Bei sieben oder acht der Internodialzellen waren in Abhangigkeit von 
der Reizstarke zwei AktionsstromgréRen nachweisbar, denen auch Strémungs- 
stillsttinde von verschiedener, oft von sehr verschiedener Dauer entsprachen. 
‘Natiirlich waren auch innerhalb jeder dieser Stufen die Aktionsstréme 
etwas verschieden gro und die Strémungsstillstande etwas verschieden 
lang, aber diese Unterschiede waren meist gering und unabhangig von der 
Reizstarke. Bei zwei oder drei Zellen fanden sich drei GréRenklassen von 
Aktionsstrémen. Ein solcher Versuch ist in Abb. 3 dargestellt. Unter den 








80 K. Umrath 


Aktionsstrémen sind die Zeitmarken von 10 sek, darunter die Reizstarken in 
willkiirlichen Einheiten und unter diesen die Dauern der Strémungsstill- 
stande in Sekunden angegeben. Die Reizstarke 1 hat nur ein lokales Poten- 
tial und keinen Strémungsstillstand ausgeliést. Die Reizstarken 1,5 und 2 
haben untereinander ungefahr gleiche Wirkung und haben die kleinsten 
Aktionsstréme und die kiirzesten Strémungsstillstande ausgelést. Die Reiz- 
starke 2.5 hat einen deutlich gréReren Aktionsstrom, aber nur einen sehr 
wenig langeren Strémungsstillstand ausgelést. Die Reizstarken 4 und 5 
haben einen noch gréferen Aktionsstrom und einen wesentlich langeren Stré- 
mungsstillstand ausgelést. In dem zweiten Versuch, in dem deutlich drei 
GréBenklassen von Aktionsstrémen zu unterscheiden waren, waren die 
kleinsten Aktionsstréme nur mit Strémungsverlangsamungen von einigen 
Sekunden verbunden, die nachst gréReren mit Strémungsstillstanden von 
etwa 15 und die gréRten mit Stillstinden von etwa 85 sek. Die dreierlei 
Aktionsstréme waren im Mittel 32, 58 und 86mV, bei einem Potential des 
Protoplasmas gegen das umgebende Wasser von — 125 mV. Wihrend hier 
die kleinsten Aktionsstréme, die nur mit Strémungsverlangsamungen ver- 
bunden waren, ungefahr ebenso gro waren wie in den meisten anderen 
Zellen, in denen sie immer mit Strémungsstillstinden verbunden waren, be- 
standen in einem anderen Fall mit zwei Erregungsgréfen die kleinsten 
Aktionsstréme nur aus einer kleinen Anfangszacke und die zugehérigen 
Strémungsstillstande waren etwa 20 sek Jang. Noch in zwei anderen Zellen 
mit zwei Erregungsgréfen waren die kiirzesten Strémungsstillstande von 
ahnlicher Dauer, in fiinf Versuchen, zu denen auch der in Abb. 3 wieder- 
gegebene gehért, waren sie wesentlich linger. 

Die steile Anfangszacke ist an grofen, steil ansteigenden Aktionsstrémen 
oft nicht gut zu erkennen. In den Fallen, in denen die Anfangszacke gut 
zu erkennen war. hatte ich den Eindruck, daB sie bei kleinen und bei grofen 
Aktionsstrémen gleich grof ist. Eine Ausnahme bildet nur der schon ge- 
nannte Fall, in dem die kleinsten Aktionsstréme nur aus einer kleinen, 
rasch ablaufenden Zacke bestanden, die vielleicht etwas kleiner war als die 
Anfangszacke der grofen Aktionsstréme. 

An neun anderen Nitella-opaca-Sprossen habe ich die niachst altere Inter- 
nodialzelle untersucht. In zwei Fallen waren die Erregungsvorginge so- 
wohl nach den Aktionsstrémen als auch nach den Strémungsstillstanden 
in zwei Gréfenklassen geschieden. In zwei weiteren Fallen waren nach 
den Aktionsstrémen deutlich zwei GréSenklassen zu erkennen, nicht aber 
nach den Strémungsstillstanden. In den fiinf iibrigen Versuchen war kein 
Einflu® der Reizstarke auf das Ausmaft des Aktionsstroms und auf die 
Lange des Strémungsstillstandes festzustellen. Bei vier dieser Zellen war 
das Ausmaf des Aktionsstroms ungefahr so gro wie bei den schon bespro- 
chenen jiingeren Internodialzellen nach starken Reizen und deutlich gréfer 
als bei den meisten dlteren Internodialzellen. Die Strémungsstillstinde 
waren bei allen neun Zellen langer als bei den oben besprochenen jiingeren 
Zellen und lagen zwischen 50 und 600, meistens zwischen 160 und 400 sek. 
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An zwei weiteren Sprossen habe ich die niachst altere Internodialzelle, 
also die drittjiingste, iiber 3 mm lange, untersucht. Sie verhielten sich ahnlich 
wie die eben besprochenen. Bei einer zeigten weder die Aktionsstréme noch 
die Strémungsstillstinde eine Abhangigkeit von der Reizstiirke, bei der 
anderen waren nur die Aktionsstréme von der Reizstairke abhingig und 
lieRen sich in zwei GriRenklassen einteilen. 

Ich will noch kurz die beiden wichtigsten meiner Befunde an Nitella 
opaca mit dem mir von anderen Objekten Bekannten in Zusammenhang 
bringen. Besonders meine Messungen an Alteren Internodialzellen von 
Nitella opaca zeigen, daft es Pflanzenzellen gibt, deren Aktionsstrom, auch 
bei Ableitung mit einer in das Zellinnere eingestochenen Elektrode und 
einer im Aufenmedium, wobei er voll erfaft wird, nur etwa 20mV betragt 
und nur einen kleinen Teil der Spannung zwischen Protoplasma und 
Auffenmedium voriibergehend riickgingig macht. Ich erinnere mich, da 
ich [5] seinerzeit die an den Epidermiszellen der Blatter von Helodea densa 
bei elektrischen Reizen auftretenden Potentialanderungen vor allem wegen 
ihres geringen Ausmaftes im Vergleich zur Spannung zwischen Protoplasma 
und AuRenmedium nicht fiir Aktionsstréme hielt. Ich glaube jetzt, da es 
doch Aktionsstréme waren, und es ist wahrscheinlich, daf® sich andere Pflan- 
zenzellen ahnlich verhalten. Bei Vaucheria und Spirogyra habe ich [5] Ak- 
tionsstréme beobachtet, die meist mehr als die Halfte der Spannung zwi- 
schen dem Protoplasma und dem Wasser auferhalb voriibergehend riick- 
gangig machten, bei V aucheria in optimalem Zustand vielleicht nahezu die 
ganze Spannung. 

In jungen Internodialzellen von Nitella opaca ist das Ausmaf des Er- 
regungsvorganges stufenweise von der Reizstirke abhiangig. Ith méchte 
daraus schlieBen, daf es innerhalb dieser Zellen zwei oder mehr gegen- 
einander einigermaRen abgegrenzte reaktionsfahige Systeme gibt, deren 
jedes nach dem Alles-oder-nichts-Gesetz reagiert. Vielleicht ist ein ahn- 
liches Verhalten bei den Ciliaten unter den Protozoen verbreitet, da ihre 
Reizreaktionen vielfach den Charakter der Alles-oder-nichts-Reaktionen 
haben, bei starkeren oder andersartigen Reizen aber mitunter durch andere 
Reaktionen ersetzt werden. 


Zusammenfassung 


Bei jungen Internodialzellen von Nitella opaca nimmt das Ausmaf des 
Erregungsvorgangs mit der Reizstarke stufenweise zu. Den zwei bis drei 
GréBenklassen des Erregungsvorgangs kommen verschieden grote Aktions- 
stréme und verschieden lange Strémungsstillstande zu. 

Bei etwas ilteren Internodialzellen sind die Erregungsvorgange mii- 
unter von der Reizstarke unabhangig und die Aktionsstréme sind dann 
etwa von dem Ausmaf wie bei jungen Zellen nach starken Reizen. Sie 
machen die Spannung zwischen Protoplasma und umgebendem Wasser nicht 
vollistandig riickgangig. 

Bei allen Internodialzellen ist das Ausmaft der Aktionsstréme gering, so 
daB sie oft weniger als die Halfte der Spannung zwischen Protoplasma und 
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umgebendem Wasser riickgangig machen. Die Reizstirke hat auf die Grife 
der Aktionsstréme keinen oder nur einen sehr geringen FinfluB. 


Fraulein Elisabeth Pfanner danke ich fiir ihre Mithilfe bei dem gréR- 
ten Teil der Versuche. 
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Das Verhalten des ,festen Zellsaftes* von Cerinthe 
bei Fluorochromierung mit Acridinorange 


Von 
Otto Hartel 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 


(Eingelangt am 22. Oktober 1952) 


Die ..festen” Zellsifte der Borraginaceen sind ein vielstudiertes Objekt 
geworden (Lit. bei Kenda und Weber 1952); erst jiingst konnten die 
genannten Autoren an den Epidermen der Corollblatter von Cerinthe major 
zeigen, daR der Vorgang der Vakuolenkontraktion durch Zusatz von Saure 
(py 1—2) nahezu momentan erfolgt, mittels Ammoniak wieder riickgingig 
gemacht werden kann und an der gleichen Zelle mehrere Male wiederholbar 
ist. Es handelt sich demnach um einen supravitalen Vorgang, der mit dem 
Kuhnschen Modell p,-abhangiger Kontraktion polyvalenter Faden- 
molekiile verglichen wird; auf Grund der Untersuchungen Hofmeisters 
(1940) werden kontraktile Strukturen aus Pektinen angenommen. Trifft 
diese Deutung zu, so mu mit erheblichen Ladungen an den Seitenketien 
dieser Makromolekiile gerechnet werden, und es ist anzunehmen, daf sich 
diese Krafte auch in der Farbbarkeit der .,. Vakuole“ iuBern werden. Bereits 
Hofmeister zahlt eine Reihe von Farbstoffen auf, die den Borraginaceen- 
Zellinhalt anfarben und ihn z. T. gleichzeitig verfestigen (soweit ersichtlich. 
handeli es sich dabei um basische Farbstoffe), wahrend durch Behandlung 
mit sauren Farbstoffen weder Anfarbung noch eine Zustandsainderung der 
Vakuole eintritt. Dieses Verhalten erscheint unter Annahme der Pektin- 
natur des Zellsaftes und seiner dadurch bedingten negativen Aufladung 
ohne weiteres verstaindlich. Da wir jedoch in der Fluorochromierung, ins- 
besondere in der Behandlung mit Acridinorange, ein Mittel in der Hand 
haben, in bestimmten Fallen eine Entscheidung dariiber zu treffen, ob die 
Farbstoffspeicherung auf elektroadsorptivem Wege oder auf dem Wege der 
Léslichkeitsspeicherung bzw. auf Grund chemischer Affinitaét erfolgt 
(Strugger 1940, Héfler 1947, 1949a, b), erschien es verlockend, die 
fluoreszenzmikroskopische Methodik auch auf die festen .,Zellsafte auszu- 
dehnen. 

Als Objekt diente die von Kenda und Weber (1952) uniersuchte 
Epidermis der Bliitenblatter von Cerinthe major, da an ihr Koniraktion 
und Wiederausdehnung der Vakuole jederzeit reproduzierbar sind. Selbst 
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die Zellsafte in Alkohol konservierter oder lufttrockener Bliiten zeigen nach 
Wochen, verbringt man sie nur vorher in Wasser, den gleichen Effekt; man 
kann also an diesem Objekt den Vorgang der ., Vakuolenkontraktion* jeder- 
zeit an Hand von Alkoholmaterial im Praktikum vorfiihren! 

Bei fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen ergab sich zunichst aller- 
dings eine Schwierigkeit, da das Anthozyan auferordentlich fest in den 
festen Zellsaft eingebaut ist; auch Alkoholmaterial enthalt noch so viel 
Farbstoff in den Vakuolen, dai der Farbumschlag bei Reaktionsinderung 
deutlich ist und jede Fluoreszenz geléscht wird; selbst Aufkochen luft- 
trockener Bliiten mit Wasser andert in der Regel nicht viel an diesem 
Zustand. Saurehydrolyse entfernt wohl alles Anthozyan (die Fliissigkeit er- 
scheint dabei deutlich rot gefarbt), vernichtet aber auch fast alle zur Farb- 
stoffspeicherung befahigten Stoffe; nachfolgende Behandlung mit Acridin- 
orange lief die Zellen oft optisch leer erscheinen, die Fluoreszenz beschrankte 
sich dann auf die Eigenfluoreszenz der Zellwande, was gleichfalls fiir einen 
Abbau von Kohlehydraten, in diesem Falle also von Pektinen, spricht. 
Diese innige Verbindung von Anthozyan mit dem iibrigen Zellinhalt deutet 
bereits auf das Vorhandensein sehr starker Krafte, wie oben vermuiet 
wurde. Praparate, die fiir die Iluorochromierung brauchbar waren, wur- 
den schlieBlich auf die Weise erhalten, daf aus lufttrockenen Corollbliattern 
die anthozyanfiihrenden, ,,springende“ Vakuolen enthaltenden Zonen und 
die anthozyanfreien gelben Partien herausgeschnitten wurden, worauf die 
Gewebeieile nach griindlicher Durchweichung (eventuell im Vakuum) in 
Glasréhrchen mit Wasser eingeschmolzen und 2 Std. einer Temperatur von 
150°C ausgesetzt wurden. Dabei wird die Vakuolensubstanz zwar abge- 
baut, aber nicht quantitativ; wohl wird Anthozyan in Freiheit gesetzt bzw. 
hydrolysiert, die festen Vakuolen behalien jedoch weitgehend ihre Form 
und besitzen, was immerhin erstaunlich ist, auch nach dieser recht energi- 
schen Prozedur noch die Fahigkeit der reversiblen Volumsvergréferung und 
Wiederkontraktion, wenn auch die Geschwindigkeit der Volumsinderungen 
erheblich verlangsamt ist. An dem so vorbehandeliten Material reicht die 
Fiarbbarkeit mit gepufferten Lésungen kathodischer Farbstoffe (Methylen- 
blau, Neutralrot) gleich den unbehandelten Kontrollen bis weit ins saure 
Gebiet (untersucht wurde bis p, 2,3), waihrend im gleichen Bereich die Fiar- 
bung mit Eosin minimal bleibt und mit Kaliumfluoreszein iiberhaupt keine 
Fluoreszenz beobachtbar ist. 

Die Fahigkeit zur Farbstoffspeicherung bleibt also nach der Autoklavie- 
rung erhalien; ahnlich ausgiebig wie die basischen Hellfeldfarbstoffe wird 
auch Acridinorange gespeichert. Dabei zeigte sich aber ein iiberraschendes 
Verhalten. Im neutralen Bereich (p,, 7.7—6,5) fluoreszieren die Zellinhalte 
griin bis orange bzw. hellkupferrot, wahrend beim Ubergang zur schwach 
sauren Reaktion die Gelb- bzw. Rotkomponenie in der Fluoreszenzfarbe 
verschwindet und die nunmehr schon schwach konirahierten Vakuolen in 
reinem Griin leuchten; nicht einmal die Randzellen zeigen eine Rot- 
fluoreszenz. Wenn man die an der lebenden Zelle gepragten Begriffe .,volle* 
und ,.leere“ Zellsafte (H6fler 1947) in unserem Falle anwenden darf, so 
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entspricht der feste Zellsaft von Cerinthe ausgesprochen einem .,vollen“ 
Zellsaft. Fluorochromiert man im noch stiarker sauren Bereich,’so schligt 
jedoch auffalligerweise die Griinfluoreszenz neuerlich in ein leuchtendes 
Kupferrot um (bei p, 2.5); in den Zellen anthozyanfreier Corollpartien 
bleibt diese zweite Rotfluoreszenz aus. 


Tab. 1. Cerinthe major: Fluorochromierung der Coroll-Epidermis 
in gepufferten Acridinorange-Lésungen. 


(Corollblatter 2 Sid. bei 130°C autoklaviert, Phosphatpuffer HCl, mittels Glas- 
elektrode eingestellt, Fluorochrom 1: 10.000, Farbedauer 15 min.) 








Anthozyanfreie Partien Anthozyanfiihrende Partien 
Py 4 ia 
Ngee ark ted , aie ee Verhalten gegen 
Fluoreszenz Kontraktion 1-mol CaCl 
2,5 schwach griinlich, ~ | kupferrot | stark unverandert 
Rinder + rétlich | bis griinorange 
3,5 noch schwicher als 2,5 | kupferrot stark unverindert 
| bis grtin 
4,5 nur Eigenfluoreszenz | griin stark unverandert 
| bis orange bis mafig 
5,5 Eigenfluoreszenz | rein griin maBig unverandert 
6,5 griin, etwas roétlich | stark griin mapig . rein griin 
| bis rétlich | bis neg. 
7,7 griin bis triibkupferrot | orange neg. rein griin 
| bis kupferrot 





Zur Sicherung dieses Ergebnisses wurden die Fluorochromierungsver- 
suche an Bliiten, die sich durch besondere Anthozyanarmut auszeichneten, 
wiederholt, diese jedoch nicht autoklaviert, sondern einer vorsichtigen Hy- 
drolyse in verdiinnter Salzsaiure sowie Parallelproben einer Behandlung mit 
siedendem Wasser resp. verdiinntem Ammoniak unterzogen. Dadurch 
wurde der Anthozyangehalt so weit reduziert, dal Fluorochromierungs- 
versuche gelangen. Tabelle 2 gibt das Ergebnis dieses Versuches wieder. 


Tab. 2. Cerinthe major: Fluoreszenz anthozyanfiihrender Zellen nach 
Behandlung mit verdiinnter Salzsiure, kochendem Wasser bzw. 
verdiinntem Ammoniak. 


(Acridinorange 1 : 10.000, 15 min.) 





Vorbehandlung Py 2,5 Py 5,5 Py 7,7 





Verd. Salzsiiure (hei®) Eigenfluoreszenz Eigenfluoreszenz leuchtend griin bis rot 
Heifwasser rotorange bis griin schwach griin wie oben 
Verd. Ammoniak blaSgriin griin leuchtend rot 
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Saurehydrolyse vernichtet demnach die Fahigkeit zur Farbstoffspeiche- 
rung im sauren Bereich vollkommen, die Griinfluoreszenz im Neutral- 
bereich bleibt jedoch erhalten; Heif’wasserbehandlung liefert das gleiche 
Bild wie in dem in Tabelle 1 wiedergegebenen Versuch, wahrend die Am- 
moniakbehandlung gleichfalls die Farbbarkeit im Neutralbereich unver- 
andert laRt, im sauren diese zwar nicht voéllig unterbindet, aber doch 
immerhin so weit abschwacht, daf es zu keiner Rotfluoreszenz des Acridin- 
orange mehr kommt. Im iibrigen wurden diese letzteren Versuche nicht 
weiter fortgefiihrt, da trotz der Vorsichtsmafregel, die Farbbarkeit inner- 
halb einer py-Serie an Gewebestiickchen ein und derselben Bliite zu be- 
obachten, die Farbungen infolge der eingangs erwahnten Schwierigkeiten 
recht ungleichmafig ausfielen. Wir kénnen aber aus der Ubereinstimmung 
der beiden Tabellen 1 und 2 schlieRen, dafi bei HeiRwasserbehandlung die 
Fiarbbarkeit weitgehend erhalten bleibt, wobei ein Minimum der Fiarbbar- 
keit mit griiner Fluoreszenz um p,, 5 besteht und nach beiden Seiten der 
Py-Skala die Fluoreszenz in eine rote Farbe iibergeht. Alkalische Hydro- 
lyse schwiacht die Farbbarkeit im sauren Gebiet bedeutend, waihrend Saure- 
behandlung dieselbe véllig vernichtet. Da dabei gleichzeitig die Fluoreszenz 
im Neutralgebiet erhalien bleibt, ergibt sich der Schluf, daf die Rot- 
fluoreszenz im sauren und im basischen Gebiet verschiedener Natur sein 
miissen. Dies geht auch aus dem Verhalten der Fluoreszenzfarbe bei nach- 
triglichem Zusatz von CaCl,-Lésung hervor. Wahrend die Rotfluoreszenz 
im Neuiralbereich durch %molare CaCl,-Lésung nahezu augenblicklich 
(wenigstens an den Randern) ausgewaschen wird und nur eine griinliche 
Restfluoreszenz iibrigbleibt, ist die gleiche Fluoreszenzfarbe im sauren Be- 
reich sogar gegen 1-molare Liésung dieses Salzes durch lange Zeit bestandig, 
auch an den Schnittrandern erfolgt keine Auswaschung. Setzt man Schnit- - 
ten, die bei p, 2,5 zur Rotfluoreszenz fluorochromiert worden sind, ver- 
diinntes Ammoniak zu, so entweicht wohl etwas Acridinorange, waihrend 
sich die Vakuolen ausdehnen; sie nehmen dabei eine triibgraurote Fluo- 
reszenzfarbe an (die Rotkomponenie bleibt also erhalten!); neuerlicher 
Saurezusatz ]aBt sie wieder kontrahieren, wobei auch die Fluoreszenz wie- 
der kraftiger wird. 

Das geschilderte Verhalten deuiet darauf hin, daf im neutralen Be- 
reich der Farbstoff resp. das Fluorochrom auf elektroadsorptivem Wege 
festgelegi wird; diese Speicherung kann durch Verdrangung mittels Neu- 
tralsalzen (CaCl,) riickgangig gemacht werden, wahrend die im sauren 
Bereich stattgefundene Farbstoffspeicherung weder durch Salze noch durch 
Py-Anderung wesentlich beeinflufit werden kann. Eine Deutung dieses 
Verhaltens indes ist insofern schwierig, als wir iiber die kolloidchemischen 
resp. physikochemischen Eigenschaften der Pektine noch keineswegs so 
eingehend unterrichtet sind, wie dies etwa bei den Eiweifkérpern der Fall 
ist; auch diirfen wir nicht vergessen, daft es sich bei den vorliegenden 
Versuchen um ein durch die nétige Vorbehandlung mehr oder weniger 
abgebauies Pektin handelt. Wir kénnen aber uniersiellen, daft dabei Eigen- 
schaften wie die Speicherfahigkeit fiir Farbstoffe eher ab- denn zugenom- 
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men haben diirften; ein Vergleich unserer Heiffwasser-, Autoklavierungs- 
sowie Hydrolyseversuche mit Salzsaiure (Tabelle 1 und 2) sprecten gleich- 
falls dafiir. Da aber anderseits die kolloidchemischen Eigenschaften der 
Pektine gleichfalls an Extrakten, also an mehr oder weniger stark ab- 
gebauten Pektinen, untersucht wurden, ist ein Vergleich unserer Versuche 
mit Untersuchungen, wie sie von seiten der Kolloidchemiker durchgefiihrt 
wurden, wohl angangig. 

Nach Malsch (1941, zit. n. Deuel) sowie Deuel (1943) zeigen Pektin- 
lésungen am Neutralpunkt ein deutliches Viskositéitsmakimum; Saure- 
zusatz fiihrt namentlich im p,-Bereich zwischen 3,5 bis 2,5 zu einer steilen 
Abnahme der Viskositat, und zwar gleichgiiltig, ob Salz-, Essig- oder Zi- 
tronensdure zugesetzt wird. Kenda und Weber beobachten nun in Uber- 
einstimmung hiezu, daft mit Schwefel- wie Zitronensiure von py 2 eine 
wenn auch langsamere Kontraktion zu der Vakuole ecintriti (lebende 
Zellen), so da angenommen werden kann, daf die kontrahierende Wir- 
kung der H-Ionen zwischen p,, 2 und 3 aussetzt. In Tabelle 1 ist bei p, 4,5 
eine Abnahme der Kontraktion festzustellen; da die Vakuolen erst um 
den Neutralpunkt herum den ganzen Zellraum ausfiillen, mag vielleicht 
seinen Grund darin haben, daft zur Aufhebung einer bereits bestehenden 
(und durch die Trocknung bzw. Alkoholkonservierung méglicherweise mehr 
oder weniger fixierten) Kontraktion ein gréferer UberschuR an OH-lonen 
notig ist. GréRenordnungsmaBig scheinen offenbar die zur Auslésung der 
Vakuolenkontraktion nétigen H-Ionenkonzentrationen mit denen, die auch 
die Viskositat von Pektinlésungen beeinflussen, iibereinzustimmen. Auch 
das von uns beobachiete Aufhéren der nicht elektrostatisch bedingten Rot- 
fluoreszenz bei p, 3.5—4,5 ergibt eine befriedigende Ubereinstimmung mit 
der Viskositiitskurve von Extraktpektinen. Die Pektine sind nun keine 
umladbaren Kolloide, sondern haben ausgesprochene Saurenatur (Ehr- 
lich); die Viskosititsabnahme mit zunehmender Azidifizierung der Lésung 
beruht wohl auf einer Zuriickdrangung der Dissoziation der Carboxyl- 
gruppen, wodurch die Eigenladung der Pektine abnimmt und auch ihre 
Hydrathiillen geringer werden. Dabei kénnen sich die Makromolekiile 
einander nahern und verkniipfen, was zur bekannten Gelierung der Pek- 
tine fiihrt (Kinzel, 1952 Deuel). Namentlich an Pektaten, den Salzen 
der Pektinsdiuren, fiihrt Siurezusatz nach Durchlaufen eines Viskositats- 
minimums zu erneuter Steigerung der Zahigkeit und damit zur Gelierung. 
Ob der Ladungsverlust infolge Saurezusatz unmittelbar, etwa auf dem 
Wege einer Verkiirzung des Geriistes der Makromolekiile, zur Kontrak- 
tion fiihrt (Hofmeister hat nach Zusatz von Sauren einer bestimmten 
minimalen Starke netzartige Geriiste beschrieben), oder ob der Viskositits- 
anstieg der Pektate hiefiir mitverantwortlich ist, bleibe dahingestellt; die 
Geschwindigkeit, mit der sich die Saurekontraktion vollzieht, spricht fiir 
einen mdglichst einfachen Mechanismus. Es erscheint indes denkbar, daft 
nach Verlust der Hydratationshiillen die Makromolekiile gewissermafen 
zuganglicher sind und die Farbstoffionen (um solche handelt es sich ja in 
dem in Frage kommenden p,-Bereich) fester zu binden. Welcherart diese 
Krafte sind, kann auf Grund unserer Versuche nicht entschieden werden; 
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eine elektroadsorptive Komponente kann jedoch, wie die Bestandigkeit 
der Rotfluoreszenz im sauren Bereich gegeniiber CaCl, resp. Alkali- 
sierung zeigt, héchstens nur von untergeordneter Bedeutung sein. Pektine 
enthalten jedoch auch nach sorgfaltiger Reinigung auferst schwer abtrenn- 
bare Beimengungen (Ballaststoffe), die offenbar nicht hauptvalenzmafig 
gebunden sind, und es ist denkbar, da& durch ahnliche Kriafte (die viel- 
leicht auch fiir die Bindung des Anthozyans in Betracht kommen) auch 
Farbstoffe festgelegt werden kénnen; die Zunahme der Krafte nach Fort- 
fall der Hydrathiillen in saurem Milieu kénnte dann die bekannie Kon- 
zentrationsmetachromasie (Strugger 1940) und damit Rotfluoreszenz be- 
wirken (vgl. Boerner-Patzelt 1950). Die Starke dieser Nebenvalenz- 
bindungen hangt anscheinend von der Lange des Pektinmolekiils ab. 
Hydrolyse mit Salzsiure sowie Verseifung der Pektine mit Alkali ver- 
kiirzt die Kettenlange, wobei aber freie Carboxylgruppen erhalten blei- 
ben (vgl. hiezu das bei Deuel, S. 246, angefiihrte Schema der alkalischen 
Pektinverseifung); damit steht unsere Beobachtung, da auch nach vor- 
sichtiger Saure- und Alkalibehandlung die Rot- bzw. Orangefluoreszenz 
im Neutralbereich erhalten bleibt, in gutem Einklang, wahrend die Farb- 
stoffbindung im sauren Bereich, wohl infolge Verkiirzung der Ketten, 
entweder vernichtet oder stark herabgesetzt ist. Auf diese Weise fande 
auch die Tatsache, daft jedes so erhalitene Praparat infolge verschieden weit 
vorgeschrittener Hydrolyse resp. Verseifung (trotz gleichmaRigen Arbeitens) 
eine andere Starke und Nuance der Fluoreszenzfarbe aufweist, eine 
zwanglose Erklarung. 

ModellmaRig 1aRt sich dieses Verhaliten der Vakuolen freilich nicht reprodu- 
zieren. Wohl kann man zeigen, daB Pektingele, in Streifen geschnitten, in alkali- 
scher Lésung quellen, ehe sie sich véllig auflésen. Tropft man nach erfolgter Lé- 
sung Schwefelsiure in winzigen Trépfchen in das Pektinsol; so scheiden sich 
augenblicklich kleine feste Pektinkiigelhhen ab. Man kann die Auflésung des 
Pektingels in Ammoniak vielleichht mit der Ausdehnung, die Ausscheidung von 
festem Pektin mit der Sadurekontraktion der festen Zellsifte analogisieren; gleich- 
zeitige Anwesenheit von Acridinorange fiihrt aber immer nur zu einer Griin- und 
niemals zu einer Gelb- oder Rotfluoreszenz der Pektinkliimpchen. Die Ursache 
hiefiir ist wohl im Fehlen entsprechend langer Pektinmolekiile bzw. submikro- 
skopischer Strukturen, wie sie in der Zelle vorliegen, zu suchen, die, wie wir ver- 
muten, fiir das Zustandekommen der Farbstoffspeicherung im sauren Gebiet von 
Bedeutung sein diirften. 

Das geschilderte Verhalten der festen Zellsifte gegeniiber Acridin- 
orange beweist nun allerdings keineswegs mit zwingender Eindeutigkeit 
das Vorhandensein von Pektin, wie ja auch ein spezifischer farberischer 
Pektinnachweis bis heute nicht bekannt ist. Im Zusammenhang mit den von 
Hofmeister beigebrachten Argumenten weisen jedoch unsere Beobachtun- 
gen mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit auf die Anwesenheit von Pektinen in 
irgendeiner Form hin. Ob andere Pektinstoffe an anderen Objekten ein 
ahnliches Verhalten gegeniiber Acridinorange zeigen, dieses also fiir Pektin 
als charakteristisch anzusehen ware, sollen weitere Untersuchungen erweisen. 
Es sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, daf an den Zellwan- 
den von Pirola secunda eine ahnliche Abhangigkeit der Fluoreszenz vom 
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P der Acridinorangelésung beobachtet werden konnte (Hartel 1951) wie 
an den Cerinthe-Zellsaften; im neutralen Bereich fluoreszieren die Zellwande 
matt kupferrot, im schwach sauren nur in ihrer Eigenfluoreszenz, wahrend 
sie bei p, 2,3 in gleiffendgelber, gegen CaCl, bestindiger Farbe leuchten. 
Die Membranfluoreszenz im sauren Bereich kann demnach wohl nicht auf 
Imbibitionsfarbung beruhen, wie dies Strugger (1940) annahm; neben’ 
den von Hartel (1951) vermuteten Gerbstoffen diirfte vor allem der 
Speicherung durch Stoffe mit ahnlichen Eigenschaften wie in den Cerinthe- 
Zellsaften, also wahrscheinlich durch wandstiandige Pektine eine wesentliche 
Rolle bei diesem Effekt zukommen. 


Zusammenfassung 


Die ,,feste Zellsifte“ enthaltenden anthozyanfiihrenden Epidermis- 
zellen der Bliitenblatter von Cerinthe major vermégen (nach Entfernung 
des Anthozyans durch Autoklavieren bei 130°) Acridinorange sowohl im 
neutralen wie im stark sauren Bereich zu kupferroter Fluoreszenz zu 
speichern; in einem dazwischenliegenden p,-Bereich (4,5 bis 5,5) tritt da- 
gegen eine rein griine Fluoreszenz, entsprechend den ,,vollen“ Zellsafien 
Héflers auf. Die Rotfluoreszenz in den beiden Bereichen ist jedoch ver- 
schiedener Natur; wahrend sie bei neutraler Reaktion auf elektroadsorp- 
tivem Wege zustande kommt, wird das Fluorochrom im sauren Bereich 
vorwiegend nebenvalenzmafig festgelegt. Es wird eine Deutung dieses 
auffalligen Verhaltens auf Grund bekannter kolloidchemischer Figen- 
schaften von Pektinen versucht. Auf Parallelen mit der Fluorochromierung 
von Zellwanden wird hingewiesen. 
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Proteinoplasten fehlen den SchlieBzellen 


Von 
Irmtraud Thaler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 15. Oktober 1952) 


Eiweifkristalloide oder amorphe Eiweifkérper sind in Plastiden zwar 
nicht haufig, aber doch in einer Reihe von Pflanzen gefunden worden 
(Schimper 1883, 1885, Meyer 1883, Zacharias 1883), und zwar in 
Chloroplasten, Chromoplasten und auch Leukoplasten. Nachdem bekannt- 
geworden ist, daft Eiweifkristalloide (bzw. Spindeln) in gewéhnlichen 
Epidermiszellen im Cytoplasma verschiedener Pflanzen zu finden sind, in 
den Schliefzellen aber fehlen (Brat, Kenda und Weber 1951), und daf in 
diesen Zellen meist auch im Zellkern Eiweifkristalloide nicht vorkommen 
(Kenda, Thaler und Weber 1951), war es von Interesse, ob in den Stoma- 
zellen auch den Plastiden wie dem Cyto- und Karyoplasma die Fahigkeit 
fehlt, Eiweiff in kristalloider oder amorpher Form abzulagern. Beobachtun- 
gen wurden dariiber an Colchicum autumnale, Helleborus corsicus und an 
Cerinthe minor gemacht. Fiir Plastiden mit Eiweifeinschliissen, ohne 
Riicksicht darauf, ob diese amorph oder parakristallin sind, sei der von 
Molisch gepragte Ausdruck ,,Proteinoplasten* verwendet (Molisch 
1901: 23). 

Die Epidermiszellen der Laubblatter von Colchicum autumnale enthal- 
ten (hauptsachlich im basalen Teil) grofe stabférmige Leukoplasten; ihre 
Gestalt ist durch ein grofes Eiweifkristalloid bedingt, das sie umschlieRen. 
Abbildungen dieser auffallenden, farblosen Gebilde finden sich bei 
Schimper (1885: Taf. III) sowie auch bei Linsbauer (1930: 137). Eine 
Untersuchung der Colchicum-Laubblatt-Epidermis ergab, daft sich diese 
Leukoplasten mit den Eiweiffspindeln zwar in allen gewohnlichen Epi- 
dermiszellen finden, daff aber die Plastiden der Schliefizellen der amphi- 
stomatischen Blatter keine Eiweiftkristalloide enthalten. Das ist um so 
auffallender, als auch die Plastiden der Schliefizellen besonders an der fast 
farblosen Blattbasis nicht das Aussehen von Chloroplasten, sondern von 
Leukoplasten besitzen. 

Auch die Bliitenblatter von Colchicum autumnale weisen Stomata auf; 
ihre Schliefizellen erscheinen ganz farblos, enthalten aber Plastiden. Es sind 
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zwei Methoden bekannt, die selbst die allergeringsten Spuren von Chloro- 
phyll in Plastiden nachwéisen lassen: die eine beruht darauf, da sich nur 
diejenigen Plastiden mit. Silbernitrat schwarzen, die wenigstens geringe 
Mengen von Chlorophyll enthalten (Molisch 1918). Diese Methode wurde 
von Ruhland und Wetzel (1924) zum Nachweis von Chlorophyll in 
Pollenschlaiuchen verwendet. Kropfitsch (1951) hat damit die winzigen 
Chloroplasten in embryoralen Spaltéffnungsmutterzellen sichtbar gemacht. 
Die andere Methode, die gleichfalls von Ruhland und Wetzel verwendet 
wurde, beruht auf der 
Rotfluoreszenz des Chloro- 
phylls. Auch diese Methode 
ist sehr empfindlich, im 
Fluoreszenzmikroskop fluo- 
reszieren selbst chlorophyll- 
arme Plastiden deutlich. 
Die Stomazellen der Bliiten- 
blatter von Colchicum sipd 


groR und enthalten viele. me. 











stirkereiche Plastiden, die 
keine Griinfarbung erken- 
nen lassen. Diese Leuko- 
plasten schwarzen sich mit 
Silbernitrat im Licht nicht 
im geringsten. Im Fluores- 
zenzmikroskop ist an den 
SchlieRzellen absolut keine 
Chlorophyllfluoreszenz zu 
bemerken. Da der Antho- 
zyangehalt der Bliitenblat- 
ter sehr gering ist und die 
Schliefzellen iiberhaupt an- app. 1. Epidermis der Blattunterseite von Helle- 
thozyanfrei sind, so ist auch _borus corsicus. Die Schliefizellen enthalten stiirke- 
nicht zu befiirchten, daf die _ reiche Plastiden, die gewéhnlichen Epidermiszellen 
ultravioletten Strahlen ét- eiweiftreiche Leukoplasten (Proteinoplasten). 
wa verschluckt worden wi- 
ren. Man darf also wohl sagen, daft die Plastiden der Schliefzellen auch 
der Bliitenblatter ,,.Leukoplasten™ sind. Auch sie enthalten kein gespeicher- 
tes Eiweif. Bei Colchicum bilden also die Leukoplasten der Schliefizellen 
sowohl der Laub- als auch der Bliitenblatter weder kristalloid geformtes 
noch amorphes Speicher-Eiweif. 
'  Eingehende Beobachtungen an Proteinoplasten wurden an Helleborus 
corsicus angestellt. Die stattliche Pflanze itiberwintert im Grazer Botani- 
schen Garten mit den griinen Blattern im Freien, 

Die Laubblatt-Unterseite weist zahlreiche Stomata auf. Die gewdéhn- 
lichen Epidermiszellen enthalten zahlreiche (etwa 20) grofte, véllig farblose, 
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stark lichtbrechende.Leukoplasten (Abb. 1)?; sie lassen im Innern vielfach 
ein kugelférmiges Gebilde erkennen. Naher wird iiber diese auffallenden 
K6rper in einer eigenen Mitteilung (Hartel und Thaler 1953) berichtet. 
Werden Flachenschnitte der Epidermis in Millons Reagens eingelegt, so 
geben die Leukoplasten intensive, typische Eiweifreaktion, in Jodjodkali- 
lésung nehmen die Leukoplasten starke Braunfarbung an. Nach der Me- 
thode von Zimmermann (1893) mit Sublimat-Alkohol fixiert, farben sich 
die Leukoplasten stark mit Saurefuchsin. Man ist also wohl berechtigt. 
diese Leukoplasten als Proteinoplasten zu bezeichnen; Starke enthalten sie 
nicht. Die Leukoplasten schwarzen sich in Silbernitratlésung nicht und 
zeigen im Fluoreszenzmikroskop keine Chlorophylifluoreszenz. Die Pla- 
stiden der Schliefizellen unterscheiden sich von den Leukoplasten der ge- 
wohnlichen Epidermiszellen in vieler Hinsicht. Sie sind leicht griin gefarbt, 
enthalten Chlorophyll, schwarzen sich daher mit Silbernitrat und weisen 
schwache, rote Eigenfluoreszenz auf. Sie farben sich mit Jodjodkali nicht 
braun, sondern blauschwarz, da sie ziemlich viel Starke enthalten. Mil- 
lonsche Reaktion geben sie nicht, sie enthalten kein Speicher-Eiweif? und 
sind daher nicht als Proteinoplasten zu bezeichnen. 

Nach Schimper (1885: 73) kommen Proteinkristalle in Plastiden vieler 
Boraginoideen in der Epidermis der Blatter und des Stengels vor. Am besten 
ausgebildet sind sie bei Cerinthe-Arten. Eine Nachpriifung an Cerinthe 
minor konnte diese Angabe bestiatigen. Die spindelférmigen Kristalle 
treten mit Behandlung von Jodjodkali deutlich hervor. Es zeigt sich wieder, 
da die Plastiden der Schliefizellen keine Kristalle besitzen und sich mit 
Jodjodkali schwarz farben. 

Es liegt hier ein einpragsames Beispiel dafiir vor, wie sehr sich die 
SchlieRzellen im Stoffwechsel auch der Plastiden von den anderen Epi- 
dermiszellen unterscheiden. Die Plastiden der Schlie&zellen der genannten 
Pflanzen bilden Starke, die der Epidermiszellen Eiweif. 


Zusammenfassung 


Die Epidermiszellen der Laubblatier von Colchicum autumnale, Helle- 
borus corsicus und Cerinthe minor enthalten Proteinoplasten, den Schlief- 
zellen fehlen diese Plastiden. 
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1 Nach Schimper (1885: 62) sind die Leukoplasten bei den Monocotylen meist 
relativ gro. Die auffallende Gréfe der Leukoplasten bei Helleborus corsicus ist 
vom systematischen Standpunkt aus von Bedeutung, da die Stammformen der Mono- 
cotylen und die der Polycarpiceae miteinander in nachster verwandtschaftlicher Be- 
ziehung stehen (Wettstein 1935: 966). 
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Das elektronenoptische Bild der Salmonidenspermatozoen 


Ein Beitrag zur Deutung elektronenoptischer Beobachtungen 
an biologischen Objekten 


Von 


O. Hug, W. Lippert und H. Fischer 
Aus dem Max Planck-Institut fiir Biophysik, Frankfurt a. M., Forsthausstr. 70, 
Direktor: Professor Dr. B. Rajewsky, und dem Institut fiir vegetative Physiologie, 
Frankfurt a. M., Direktor: Professor Dr. K. Felix 


Mit 7 Textabbildungen 
(Eingelangt am 12. September 1952) 


Roétheli u. Roth [6] zeigten an Hand von elektronenoptischen Auf- 
nahmen, daf} am Schwanzteil von Salmonidenspermien, die sogleich nach 
Einbringen in Wasser, also zu Beginn der Bewegungsphase, fixiert wurden, 
blaschenartige Gebilde mit membranartiger Hiille und netzartiger Innen- 
struktur haften. Die Blaschen sollen nicht zufallig langs des Schwanzes 
verteilt sein, sondern in bestimmten Abstanden' vom Kopf vor allem an 
Knickstellen des mittleren Schwanzteiles liegen, wobei in ihrem Rande ein 
diinner Faden wie eine Sehne iiber die Kriimmung des Schwanzes gespannt 
ist. Die Autoren nennen diese Gebilde Kinoplasmablaschen und diskutieren 
ihre Rolle bei der Bewegung der Spermien, wobei sie den Faden als 
kontraktiles Element ansprechen. Durch die ungleichmafiige Verteilung 
der plasmatischen Komponente unterscheiden sich nach ihrer Ansicht die 
Salmonidenspermien von Hechtspermien, bei denen sie zusammen mit 
Medem [7] einen durchgehenden Plasmasaum gefunden haben. 

Im Zusammenhang mit chemischen Arbeiten von Felix, Fischer, 
Krekels u. Mohr [1, 2| iiber die Zusammensetzung des Zellkernes von 
Forellenspermien haben wir ebenfalls Salmonidenspermien elektronen- 
optisch untersucht und dabei ahnliche Aufnahmen wie die genannten 
Autoren gewonnen. Ihre Befunde lieffen sich jedoch durch wechselnde Vor- 
behandlung der Objekte, vor allem aber durch gleichzeitige Beobachtungen im 
Phasenkontrastmikroskop erweitern und zum Teil in anderem Sinne deuten. 

Die Spermatozoen der Regenbogenforelle (Salmo irideus), der Bach- 
forelle (Salmo trutta fario L.) und des Saiblings (Salmo fontinalis) sind im 
nativen Sperma oder in isotonischen Salzlésungen scharf konturiert und 
ihr plasmatischer Anteil ist ohne Anfarbung im Phasenkontrastmikroskop 
nicht erkennbar. Lat man unter dem Deckglas Wasser zustrémen oder 
iiberfiihrt man die Spermien in schwach hypotonische Lésungen. so setzt 
eine mafige Schwellung der vorher unsichtbaren, den ganzen Zelleib iiber- 
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ziehenden Plasmahiille ein. Die Schwellung kann an Individuen des 
gleichen Praparates ent- 
weder gleichmaRig sein, " 
dann wird im Phasenkon- 
trastmikroskop ein schma- 
ler Saum lings des ganzen 
Schwanzes sichtbar, oder 
sie kann ungleichmafig 
sein, dann entwickeln sich 
an beliebigen Stellen des 
Schwanzes oder des Ver- 
bindungsstiickes und _sel- 
tener auch am Kopf Blas- 
chen, die sich allmahlich 
vergréBern. In diesem 
Stadium durch Zusatz von 
1%iger Osmiumsaure fi- 
xierte Spermatozoen der pte cnc We atrae rae” in 
: ‘roschringerlésung mit 1%iger Osmiumsaure fixiert. 
a oes te ata saga ee Me sag 
‘Aide 4,:& ie bie 4 aon des Schwanzteils. Vergréferung: 6200fach. 


a. 






alle Spermien einen durch- 
laufenden Plasmasaum, wie ihn Rétheli u. Roth und Medem bei Hecht- 
spermien beobachtet haben, in Abb. 2 
und 3 liegen dazwischen Individuen, 
an denen nur an einzelnen Stellen das 
Plasma zu Blaschen angeschwollen ist. 
In. dest. Wasser verliuft der ganze 
Vorgang wahrend der kurz dauern- 
den Bewegungsphase sehr rasch und 
zum Teil in anderer Form. Meist ent- 
wickelt sich, am Schwanz beginnend, 
eine optisch nahezu leere Blase, die 
sich vergréRert und unter Einrollung 
des Schwanzes auf den Kopf zu wan- 
dert, dabei die andernorts inzwischen 
gebildeten kleineren Blaschen in sich 
aufnimmt und s¢chliefiich neben den 
Abb. 2. Gleiche Objekte und gleiche Kopf zu liegen kommt oder diesen 
Vorbehandlung wie in Abb. 1. Neben eimhiillt (Abb. 5). An anderen Sper- 
gleichhmiftiger | Anschwellung des Mmatozoen des gleichen Priparates 
Plasmasaumes an einem Individuum k6nnen viele kleine Blaschen teils 
lokale blaschenférmige Anschwellung. unmittelbar, teils durch Abschniirung 
VergroéRerung: 4300fach. von gréReren entstehen. Nach halb- 
stiindiger Wassereinwirkung finden 
sich meist zahllose frei schhwimmende Bliaschen unterschiedlicher GréRe, zum 
Teil in Form von Blaschenketten, und Bruchstiicke des in seine Fibrillen auf- 
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gefaserten Schwanzes neben villig isolierten oder durch leichten Druck auf 





Abb. 3. Sperma der Regenbogenforelle mit phy- 

siologischer Kochsalzlésung verdiinnt, auf Tri- 

gerfolie aufgetupft, osmiumfixiert. Chrom- 

beschattung. Neben Spermien mit gleichmafiger 

Anschwellung der Plasmahiille solche mit bliaschen- 

formiger Anschwellung am Kopf und Schwanz- 
teil. Vergréferung: 5200fach. 


das Deckglas abzulésenden 
Koépfen (Abb. 6). Auch das 
Mittelstiick lést sich dabei 
vom Kopf, nur das proxi- 
male Zentriol bleibt oft an 
der Basis des Kernes haften. 

Nach Antrocknung auf 
der Folie und vor allem 
nach Osmiumfixation stellen 
sich die Plasmahiillen eben- 
so wie die am Schwanz haf- 
tenden Blaschen oder die 
durch Abschniirung von gré- 
Reren Blasen entstandenen 
Blaschen als zusammen- 
gefallene, ballonartige, fal- 
tige Hiillen dar. In einer 
vergleichenden Studie haben 
wir diesen im Prinzip stets 
gleichen Vorgang osmoti- 
scher Schwellung und Zer- 
teilung zytoplasmatischer 
Substanz an den verschie- 
densten Zellarten im Pha- 


senkontrast- und Elektronenmikroskop untersucht [4]. Unter Wasserauf- 





Abb. 4. Priparation wie fiir Abb. 1, Chrombeschattung, durchlaufende Plasma- 
hiillschicht lings des Schwanzes, saumartig auf der Folie angetrocknet mit erhabe- 
nem Randwulst. VergréRerung: 13 000fach. 


nahme und Schwellung kommt es zur Ausfallung unléslicher Bestandteile 
an den Grenzflachen zwischen Plasma und Suspensionsmittel. Damit 
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parallel lauft meist die 
durch die Anderung der 
Oberflachenkrafte bedingte 
Zerteilung der plasmati- 
schen Substanz in Trépf- 
chen und Blaschen. Solche 
Niederschlagsmembranen 
machen besonders im Elek- 
tronenmikroskop den Ein- 
druck fester Haute, und 
man ist geneigt, sie fiir 
vorgebildete, auch im vita- 
len Zustand der Zelle 
vorhandene Struktur zu 
halten. 

Der Ablauf der ,.Plas- 
molyse* beim Einbringen 
von Spermien in Wasser 
wurde bereits sehr aus- 


fiihrlich von Koltzoff [5] 





Abb. 5. Spermatozoen der Regenbogenforelle, kurz 
nach Uberlieferung in dest. Wasser osmiumfixiert. 
Blasenférmige Anschwellung des plasmatischen An- 
teils mit Einrollung des Schwanzes. VergréfRerung: 
8500fach. 


vor etwa 50 Jahren beschrieben. Unsere mit neueren Methoden gewonnenen 





Abb. 6. a und b: Spermiensuspension in 
Wasser nach 30 min osmiumfixiert. End- 
zustand der Plasmolyse, tropfenférmige 
Zerteilung des plasmatischen Anteils und 
Umwandlung der Trépfchen in Blaschen 
und Blischenketten mit membranartiger 
Hiille. Auffaserung der Schwanzfibrillen. 
VergréRerung: 5000fach. 





Befunde kénnen seine iiberaus 
anschaulichen Schilderungen nur 
bestitigen. Die zufallsmafige Bil- 
dung der Blasen, die Einrollung 
des Schwanzes, vor allem aber die 
Reversibilitat maRiger Plasma- 
schwellungen bei Riickfiihrung in 
physiologisches Milieu zeigen mit 
aller Deutlichkeit die artifizielle 
Natur der einzelnen Schwellfor- 
men. Kolizoff spricht der Plas- 
mahiille jede formgebende Eigen- 
schaft ab und schreibt auch die 
Bewegungsfahigkeit nur dem 
Schwanzskelett zu. Er nennt die 
Plasmahiille zwar eine semiper- 
meable Membran, betont aber 
ausdriicklich, daft sie ..keine feste 
Form haben kann“. Dies schlieBt 
er vor allem aus der leicht nach- 
zupriifenden Tatsache, daR zwei 
Blaschen auch von verschiedenen 
Spermien beim Zusammenstof wie 
zwei Seifenblasen zusammen- 
flieBen kénnen. Man muf also die 


von Rétheli u. Roth als Kino- 
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plasmablaschen bezeichneten Gebilde der Salmonidenspermien ebenso wie 
die Plasmasiitume der Hechtspermien als Zufallsformen der beginnenden 
..Plasmolyse“ ansehen, die bei beiden Spermatozoenarten in gleicher Weise 
beobachtbar sind. 

Werden schwach gequollene Spermien unfixiert oder schwach fixiert auf 
der Zaponlackfolie des Objekttragers aufgetrocknet, so kann ein Teil der 
Blaschen unter den bei der Trocknung auftretenden Spannungen platzen 
oder zerfallen. Der Niederschlag 
des plasmatischen Restes kann 
netzig oder kérnig sein, ahnlich 
wie in Abb. 3b der besprochenen 
Arbeit. Es ist nicht anzunehmen, 
daf ein solcher Niederschlag plas- 
matischer Reste ein wahres Abbild 
der natiirlichen Feinstruktur gibt, 
da er von zahlreichen, nur zum 
Teil kontrollierbaren, praparato- 
rischen Einwirkungen abhangt. 
Als Beispiel hiefiir zeigt Abb. 7b 
ein Spermatozoon, das unfixiert 
in physiologischer Kochsalzlésung 
auf die ‘Tragerfolie gebracht 
wurde. Wahrend der Trocknung 





Spermatozoen der Regenbogen- 
forelle in physiologischer Kochsalzlésung. 
Vermutlich bei 
Antrocknung auf der Trigerfolie destru- 
ierte Plasmahiille mit fadenférmigem An- 


Abb. 7 


a schwach osmiumfixiert. 


trocknungsrand. b unfixiert. Beginnende 
Auflésung des Kernes infolge der bei An- 
trocknung Salzkonzentration 
des netzig-kérniger 
Niederschlag der Plasmahiille. Vergréfe- 
rung: a 10200fach, b 3800fach. 


steigenden 
Suspensionsmittels; 


steigt naturgemaf die Konzentra- 
tion der Salzlésung an, so dak 
das Nukleoprotamin des Zell- 
kernes teilweise gelést und dann 
niedergeschlagen wird. Der plas- 
matische Anteil zeigt dabei eine 
netzige Niederschlagsform. Unter 
Umstainden kann ein ,,Antrock- 
nungsrand“ von solchen Plasma- 
resten so scharf hervortreten, daft 





er den Eindruck eines Fadens 
macht. Etwas Ahnliches zeigt Abb. 7a, konnte aber auch an anderen 
plasmatischen Objekten immer wieder beobachtet werden. An gut fixier- 
ten Spermatozoen oder auch an unfixierten, die ohne erhebliche Form- 
anderung auf der Tragerfolie angetrocknet waren, konnten wir niemals ein 
definiertes fadenférmiges Strukturelement innerhalb des Plasmasaumes fest- 
stellen. Auch die Vermutung der Autoren, daf die nur nach Pikrin-Sublimat- 
Fixierung am Schwanzteil haftenden knotigen Verdickungen Mitochondrien 
sein kénnten, ist wohl schon auf Grund der Gréenverhaltnisse und ihrer 
Lage unwahrscheinlich. Vermutlich sind es Plasmareste, die unter der Ein- 
wirkung des Fixierungsmittels zu undurchstrahlbaren Klumpen geschrumpft 
sind; Mitochondrien schwellen in Wasser zu durchstrahlbaren Blasen auf. 
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Im iibrigen decken sich unsere Beobachtungen weitgehend mit denen 
von Rétheli u. Roth. Morphologische Einzelheiten besonders iiber die 
Struktur der Spermienkerne haben wir bereits anderweitig beschrieben [3]. 


Zusammenfassung 


Mittels Phasenkontrast- und Elektronenmikroskop wird das Verhalten 
von Salmonidenspermatozoen in physiologischem und kiinstlichem Milieu 
beobachtet. Unter Einwirkung hypotonischer Lésungen kommt es zur 
Schwellung, Ablésung und tropfenférmigen Zerteilung zytoplasmatischer 
Substanz. Dieser Vorgang der Plasmolyse konnte in ahnlicher Form an 
anderen tierischen Zellen und Zellbestandteilen verfolgt werden. Im Elek- 
tronenmikroskop kénnen sich gequollene Plasmateilchen als Blaschen mit 
membranartiger Hiille darstellen. Von anderen Autoren beschriebene 
»Kinoplasma-Blaschen“, ,,kontraktile Faden“ und mitochondrienartige Gra- 
nula am Schwanz von Forellenspermien miissen als Zeichen beginnender 
Plasmolyse oder als andere, durch den Praparationsgang bedingte Artefakte 
gedeutet werden. 
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Uber die Zertriimmerung lebendigen Protoplasmas 
in Pflanzenzellen 


Von 
Ernst Kiister, GieBen 


(Eingelangt am 8. August 1952) 


Das Protoplasma ausgewachsener pflanzlicher Zellen zu tropfigem Zer- 
fall zu bringen, gelingt, wie bekannt, auf verschiedene Weise — vor allem 
durch gewaltsame Zertriimmerung des Zellinhaltes, z.B. des von Bryopsis 
und anderen grofzelligen Siphoneen, oder durch Plasmolyse; bei der 
osmotischen Kontraktion, die den Plasmaleib iiberall oder zum groften Teil 
von seiner Membram abriicken laft, zerreift dieser oftmals in viele Stiicke; 
die an der Wand hafien bleibenden Tropfen zeigen sich zunichst mit der 
Hauptmasse des Plasmas noch durch feine Faden verbunden; spater liegen 
sie von dieser getrennt an der Wand; besonders kleinen Tropfen ist nur 
eine kurze Lebensdauer beschieden (vgl. Kiister 1951). Daf grofe Anteile 
des Wandbelags auch unabhangig von gewaltsamen Eingriffen als isolierte 
Plasmakiigelchen abgegeben werden, die als ,,intravakuolires Plasma“ den 
Zellsaftraum in Anspruch nehmen, hat Greb (1936) fiir ein besonders lehr- 
reiches Objekt beschrieben (Bliitenhaare von Viola tricolor). Daf wand- 
standiges Protoplasma in lauter Kiigelchen zerfallen kann, welche wand- 
standig bleiben, ist fiir Caulerpa (Kiister 1935, Fig. 14) beschrieben wor- 
den; es scheint, daf bei diesem Objekte Erscheinungen der Degeneration 
oder des Alterns, wie sie bei langer Aquariumkultur sich stark bemerkbar 
machen, fiir die uns interessierenden Formwechselvorgange des Protoplas- 
mas mafigebend sind. 

Namentlich an die fiir Caulerpa bekannten Vorginge der ,,Zerstaubung* 
des Protoplasmas méchte ich bei der Schilderung der an Metaphyten-Zellen 
wahrnehmbaren Erscheinungen des Protoplasmazerfalls ankniipfen. Ich 
habe solche bei hungernden und alternden und plasmaarm gewordenen 
Zellen verschiedener Art bereits wahrgenommen: ihr plasmatischer Wand- 
belag verwandelt sich in einige isolierte Plasmatropfen; insbesondere an 
Helodea \aRt sich die Erscheinung gut beobachten. Letzthin sind mir in 
einigen Proben von H. densa, die in schwacher Methylenblaulésung (,,poly- 
chrom“ — 0,0001%) monatelang bei schwachem Laboratoriumslicht kulti- 
viert worden waren, die in Rede stehenden Erscheinungen in grofter Reich- 
lichkeit aufgefallen. Die alten Zweige waren zugrunde gegangen, neue, 
dicht beblatterte hatten sich gebildet; auch ihre Blatter zeigten starke 
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Schiidigungen: die apikalen Hialften waren tot, die basalen bestanden. noch 
aus lebenden, aber sehr plasmaarmen Zellen'; die an der Grenze zwischen 
lebenden und toten Arealen liegenden Zellen zeigten die uns beschiftigen- 
den Zerfallsphanomene. 

Die Plasmatropfen der Helodea-Zellen haben allgemein einen Durch- 
messer von 3 bis 12 4; diese liegen in den Zellen der ober- und der unter- 
seitigen Schicht als Kugelsegmente der Wand an oder als frei schwimmende 
Kiigelchen im Lumen; zuweilen iiberqueren sie dessen ganze Breite als 
Plasmabriicken. Die Plasmatropfen erscheinen einzeln oder zu zwei bis 
sechs; sie sind véllig hyalin oder enthalten- Granula oder Plastiden — letz- 
tere als normal gefiarbte Chloroplasten oder als tote Reste von solchen, die 
das Methylenblau kraftig gefairbt hat; die Chloroplasten ballen sich oft in 
der fiir Systrophen verschiedener Art bekannten Weise; daf noch im leben- 
den Protoplasma liegende Plastiden vor diesem absterben kénnen, ist be- 
kannt*. 

In noch anderen Protoplasmatropfen liegen kleine Vakuolen, die sich 
mit Methylenblau farben kénnen. 

Die Plasmairopfen kénnen sich in der Zelle verlagern und in einer 
Halfte oder in einem Drittel des Lumens sich sammeln. Die Degenerations- 
erscheinungen, die an den Blattern unserer Objekte sich abspielen, machen 
offenbar nur langsame Fortschritte; wahrscheinlich kénnen auch die trop- 
figen Reste der Protoplasten wochenlang unverandert bleiben. Anzeichen 
einer Fusion habe ich an ihnen niemals beobachten kénnen, gegenseitige 
polyedrische Abflachung ist sehr oft wahrzunehmen; es ist bekannt. daft 
isolierte Plasmatropfen von Helodea-Zellen schon nach wenigen Stunden 
ihre Fusionsfahigkeit verlieren (Missbach 1928). Auch Anzeichen einer 
Membranbildung waren an den Objekten niemals zu bemerken; daf plas- 
molysierte Helodea-Protoplasten bestenfalls nur sehr langsam zur Umhau- 
tung kommen, ist seit Klebs (1888) bekannt. Nach Protoplasmastrémung 
habe ich in den von mir beobachteten Tropfen vergeblich gesucht, obwohl 
gerade fiir H. densa bekannt ist, da nach Plasmolyse, nach starker Defor- 
mation und systrophischen Verinderungen des Zellinhalts noch schnelle und 
anhaltende Strémungserscheinungen erfolgen kénnen (Kiister 1910). 

Die Mechanik des degenerativen Protoplasma-Zerfalles bleibt unklar. 
DaB es sich bei ihm um osmotische Wasserabgabe handelt wie bei der Plas- 
molyse — echier und .,unechter” —, ist wenig wahrscheinlich. Dal die 
Oberflaichen-Aktivitat des Protoplasmas sich andert oder seine Adhision 
an der Membran abnimmt, lat sich nicht erweisen. Fiir die Annahme, dal 
der plasmatische Wandbelag lokale Nekrose erfahrt und die lebendig blei- 
benden Anteile sich zu den beschriebenen Kugeln oder zu plankonvexen 
Linsen formen, spricht der Befund, daft in vielen Zellen zwischen den leben- 


‘ In vielen lebendigen Zellen sind die Vakuolen blau oder blauviolett gefiarbt; 
sehr haufig erscheint blaue Kuppenfirbung der Membranen (vgl. Drawert 1937, 
1938; Lepke 1951). Die Zellen der basalen Blattanteile zeigen starke Reduktion 
_ der Plastiden zu kleinen Chromoplasten; sie sind normal plasmolysierbar, ihre 
Vakuolen frei von Methylenblau. 

2 Fiir andere Falle hat man angenommen, daf Plastiden selbst in totem Proto- 
plasma noch lange erhalten bleiben kénnen; hieriiber und iiber die Reihenfolge, in 
welcher die Besiandteile des Protoplasmaleibes absterben, vgl. Spranger (1941) 
und Kiister (1951). 
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digen Plasmatropfen wandstandige oder das Lumen der Zellen stellenweise 
in seiner ganzen Breite fiillende, granulierte Plasmareste sich finden. 
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Chromoplasten fehlen den SchlieSzellen 
Von 


Brigitte Schittengruber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 26. Oktober 1952) 


Die SchlieBzellen des Spaliéffnungsapparaies sind nicht nur morpho- 
logisch, sondern auch protoplasmatisch von den iibrigen Epidermiszellen 
verschieden (Weber 1927). Den SchlieBzellen fehlt in der Regel das 
Anthozyan auch dann, wenn die anderen Oberhautzellen durch diesen Farb- 
stoff mehr oder weniger intensiv gefarbt sind; Ausnahmen von dieser 
Regel sind allerdings bekannt (Brat u. Weber 1930). Den SchlieRzellen 
fehlen ferner die Eiweifspindeln, die bei manchen Pflanzen im Cyto- 
plasma der Epidermiszellen vorkommen, es fehlen ihnen auch die so- 
genannten ..Rhabdoide™, die ebenfalls als EiweiSkristalloide aufzufassen 
sind (Brat, Kenda, Weber 1951). Auch Viruskérper treten meist im 
Cytoplasma der Stomatazellen nicht auf (Weber 1951). Im Zellkern der 
SchlieRzellen fehlen Eiweif®kristalloide fast allgemein. eine Ausnahme 
bilden die Schliefizellen von Campanula-Arten (Kenda, Thaler, We- 
ber 1951). Thaler (1953) hat soeben gezeigt, daf Proteinoplasten in den 
Stomazellen nicht vorkommen, daft also auch den Plastiden dieser Zellen 
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die Fiahigkeit, geformie Proteinkérper zu bilden, abgeht. Die Sdchlief- 
zellen scheinen auch nicht vergilben zu kénnen (Kenda, Thater, We- 
ber 1953). In dieser kurzen Mitteilung soll darauf aufmerksam gemacht 
werden, daft die Plastiden der Schliefzellen sich nicht zu Chromoplasten 
auszugestalten pflegen, daft ihnen also die Fahigkeit nicht zukommt, sich 
durch Karotinoide zu fiarben. Dies ist aus einer Abbildung ersichtlich, die 
Mobius (1927: 74) von der Epidermis der orangegelben Sepalen von 
Strelitzia reginae gibt, an der zu sehen ist, da® die spie®férmigen Karotin- 
kristalle zwar in allen ..gewéhnlichen“ Epidermiszellen vorhanden sind, 
nicht aber in den 
Schlie#- und Neben- 
zellen. Diese Angabe 
konnie bei einer Nach- 
priifung vollkommen 
bestatigt werden. 

Um _ festzustellen. 
ob auch bei karotin- 
gefarbten Bliitenblat- 
tern anderer Pflanzen 
die Schliefizellen keine 
Chromoplasten  aus- 
bilden, wurden die 
Perianthblatter von 
Caltha palustris dar- 
aufhin untersucht. 

Mobius (1927) 
schreibt iiber die gel- 
ben Bliitenblatter von 
Caltha: ..Die Epider- 
miszellen sowohl auf 
der Ober- wie auf der 
Unterseite sind reich- 
lich mit Anihoxan- 





thinkérnern  (gelben Abb. 1. 
Chromoplasten)  ver- Caltha palustris. Epidermis eines Bliitenblattes. 
sehen.” In der von 


Mobius _ beigegebe- 

nen Abbildung (Fig 10c) sind auch in den Schliezellen Koérnchen ein- 
gezeichnet, es werden aber keine Angaben dariiber gemacht, ob diese 
Plastiden ebenfalls Chromoplasten darstellen sollen. 

Es ergab sich nun, daf in den gewohnlichen Epidermiszellen der gelb 
gefarbten Perianthbliiter von Caltha zahlreiche wohlausgebildete, inten- 
siv gelbe Chromoplasien vorhanden sind. in den Schliefzellen dagegen 
lichtgriine Chloroplasten. Das Fehlen des Chlorophylls in den Plastiden 
der Epidermiszellen und das Vorhandensein in denen der SchlieBzellen 
lat sich auch im Fluoreszenzmikroskop erweisen sowie durch die Schwar- 
zung der Schliefizellen-Plastiden, nicht aber der Chromoplasien in Silber- 
nitratlo6sung. Die Chromoplasten der Epidermiszellen farben sich mit 
Schwefelsaure infolge ihres Karotinreichtums blau. die Chloroplasien der 
SchlieRzellen nicht. Die SchlieBzellen von Caltha farben sich mit Ammo- 
niakwasser griingelb, was fiir einen Anthoxanthingehalt ihres Zellsaftes 
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spricht. Die SchlieRzellen-Plastiden enthalten viel Starke, die Chromo- 
plasten der Epidermiszellen keine. 

Das Fehlen der Chromoplasten in den Schliefizellen erscheint aus fol- 
gendem Grunde besonders beachtlich: Die Perianthblatter von Caltha 
sind im Knospenzustand der Bliite nicht gelb wie im aufgebliihten 
Zustande, sondern gelblichgriin. Zu diesem Zeitpunkt der Bliitenent- 
wicklung haben auch die gewohnlichen Epidermiszellen Chloroplasten, die 
im Ultraviolett fluoreszieren und sich, mit Silbernitrat behandelt, schwarzen. 
Wenn sich die Bliite 6ffnet, wandeln sich die Chloroplasten der Epidermis- 
zellen in Chromoplasten um und verlieren dabei ihr Chlorophyll und damit 
auch die Fahigkeit, Silbernitrat zu schwirzen’. Die Chloroplasten der 
SchlieRzellen machen die Metamorphose nicht mit, sie bleiben griin, ja es 
verstarkt sich eher noch ihre griine Farbung. 

Damit ist ein neues Symptom der protoplasmatischen Sondersiellung 
der Schliefizellen aufgezeigt, und zwar ein solches, das sich auf das Pla- 
stidoplasma_ bezieht. 


Zusammenfassung 


In Bliitenblattern, deren Epidermis durch den Besitz von Chromo- 
plasien karotingelb gefarbt ist, fehlen den Schliefizellen der Stomata die 
Chromoplasten, die Stomatazellen sind daher nicht gelb gefarbt. 
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* Wenn nach Molisch (1918) auch Chromoplasten sich in Silbernitratlésung 
schwiarzen kénnen, so diirfie es sich dabei um Plastiden handeln. die ihr Chloro- 
phyll noch nicht ganz verloren haben. Auch bei Caltha kénnen sich die Plastiden., 
wenn die Metamorphose noch nicht beendet ist, etwas schwirzen. Uber Forsythia 
suspensa macht Molisch (1918: 187) folgende Angabe: ,,.Die Chromoplasten der 
gewohnlichen Epidermiszellen der Korollenblitter zeigen keine Schwirzung, da- 
gegen schwarzen sich sehr schén die der Schliefzellen.“ Es diirfte hier wohl ge- 
nauer heifen sollen .die Plastiden der SchlieRzellen“, denn es erscheint fraglich, 
ob die SchlieBzellen von Forsythia Chromoplasten enthalten. 
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Frey-Wyssling, A.: Submicroscopic Morphology of Protoplasm. Second 
English Edition. 411 Seiten, 181 Abbildungen. Elsevier Publishing Com- 
pany, Amsterdam 1953. Preis 35s. 


Ein Buch zu loben, das schon so oft und von so vielen gelobt worden ist, 
erscheint iiberfliissig. Und doch kann es nicht wiederholt und nicht laut 
genug gesagt werden, da Frey-Wyssling mit seiner ,,.Submikroskopi- 
schen Morphologie“ ein Werk geschaffen hat, das die Biologen in eine neue 
Welt fiihrt. Diese neue Welt wachst, dehnt sich aus und vertieft sich, und 
so ist in kaum fiinf Jahren eine neue, die 3. Auflage dieses Grundrisses 
notwendig geworden. Sie steht im Zeichen der Elektronenmikroskopie, die 
das, was auf dem Gebiete der ,,sSubmikroskopischen Morphologie“ zuerst 
mit indirekten Methoden erschlossen worden ist, bestatigt und erweitert hat. 
Nur wer an der Entwicklung der submikroskopischen Morphologie ent- 
scheidend mitgearbeitet hat und das Heranwachsen der jungen Wissen- 
schaft mit Liebe und Stolz verfolgte, konnte das viele Neue, das in den 
letzten Jahren hinzukam, in so harmonischer Weise in den Bau des Buches 
einfiigen. Der Verlag hat das Werk erstklassig ausgestattet, die Zahl der 
Abbildungen ist seit der zweiten Auflage von 160 auf 181 erhéht worden, 
die Zahl der zitierten Arbeiten von 824 auf 974 gestiegen. Es ist eine 
glanzende Leistung, aus diesen vielen Bausteinen das einheitliche fesselnde 
Mosaikbild der ,Ssubmikroskopischen Morphologie des Protoplasmas” ge- 
schaffen zu haben. Nur ein Forscher, der zugleich Kiinstler der Darstellung 
ist, konnte dies. F. Weber (Graz). 


Fritz, A.: Veranderungen von Plasmaeigenschaften durch Vitalfarb- 
stoffe. Nach Beobachtungen im Hellfeld und im Fluoreszenzlicht. 
I. Prune pure. Sitzungsber. Osterr. Akad. Wiss.. Math.-naturw. KI., 
Abt. I, 160, 789—828 (1951). 


Nicht selien werden Vitalfarbstoffe als unschadlich bezeichnet, lediglich 
deshalb, weil die mit ihnen gefirbten Zellen keine auffallenden Schadi- 
gungen zeigen. Zur Beurteilung, ob die Farbstoffe nicht doch die Eigen- 
schaften des lebenden Protoplasmas verandern, bedarf es aber empfind- 
licherer Kriterien. In der vorliegenden Arbeit wurde an pflanzlichen Zellen 
fiir Prune pure mit zellphysiologischen Methoden gepriift, ob dieser Farb- 
stoff Veranderungen verschiedener Eigenschaften des lebenden Protoplasien 
veranlaft, Es wurde die Viskositat, die Permeabilitaét, die Plasmolyse- so- 
wie die Hitzeresistenz vitalgefirbter Zellen untersucht. Solche Studien. 
die auf den Einfluf weiterer Farbstoffe ausgebaut werden sollen. bilden 
eine wichtige Grundlage zur Kenntnis der Vitalfarbung. Weber (Graz). 


Haguenau, F., et W. Bernhard: Le probléme. de lultrastructure du 
cytoplasme et des artéfacts de fixation. Etude sur les leucocytes 
et les plaquettes sanguines au microscope électronique. Expt. Cell. 
Res. 3, 629—648 (1952). 


Bei elektronenmikroskopischer Untersuchnug der Wirkung von etwa 
30 Fixierungsweisen auf das cytoplasmatische Netzwerk werden zwei 
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Gruppen unterschieden, je nachdem die Mittel jenes Netzwerk reduzieren 
(Osmiumsaure, Formol) oder vergrébern (Chromsaure, Pikrinsiure, Alko- 
hol). Eine bestimmte allgemeine Orientierung von Fibrillen oder 
Netzwerk kommt allen Mitteln, auch den Gemischen, zu; diese Orientierung 
mag bedingt sein durch rein mechanische Krafte. wie Oberflachenspannung, 
intraplasmatische Strémungen wahrend Ausbreitung der Zelle oder andere 
Faktoren. Verff. treten fiir eine spezifische Ultrastruktur ein, wollen 
aber Frey-Wysslings Haftpunkttheorie nur als niitzliche Arbeits- 
hypothese. die nicht gar zu schematisch ausgelegt werden diirfe, gelten 
lassen. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Heilbrunn, L. V.: An Outline of General Physiology. 3. Aufl., 818 Sei- 
ten, 123 Abb., Philadelphia und London: W. B. Saunders Company. 1952, 
Preis $ 10.50. 


Fiir die vielen Freunde von Heilbrunns .,Grundrif der Allgemeinen 
Physiologie” ist es sicherlich eine Freude, dal} das ausgezeichnete Buch nun 
in dritter, neubearbeiteter Auflage vorliegt. Zu diesen Freunden sind zu- 
nachst die Studierenden zu rechnen, ihnen ist das Werk gewidmet, fiir sie 
ist es geschrieben und fiir sie wird es ein Gewinn und ein Genul sein, wenn 
sie es gewissenhaft durcharbeiten. Zu den Freunden des Buches sind aber 
auch Lehrer und Forscher zu zihlen. Heilbrunn, ein Meister der Sprache 
und Darstellung, hat es, wie in den friiheren Auflagen so auch in dieser. 
verstanden, fiir den Anfanger leichtverstandlich zu schreiben und fiir den 
Forscher anregend: dem Leser wird das weitere Eindringen in den be- 
handelten Wissensstoff durch etwa 4300 Literaturhinweise. von denen in 
dieser Auflage 1800 neu sind, sehr erleichtert. Ganz besonders befriedigt 
von der Darstellung muff der Protoplasmatiker ‘sein. denn es gibt wohl 
keine ..Allgemeine Physiologie“. die es in so klarer und einheitlicher Linie 
herausarbeitet. dali die Protoplasmaforschung nicht nur die Grundlage, 
sondern auch die Hoffnung und Zukunft der Physiologie ist und in immer 
mehr steigendem Mae werden wird. Es muff eine schwere Arbeit gewesen 
sein, das Werk wieder up to date zu bringen, die Arbeit ist voll gelungen, 
das zeigt nicht nur der Text. sondern schon die Fiille der Zitate, die ‘bis zum 
Heute reichen. So bietet das Buch Hilfe und Fiihrung in das fast undurch- 
dringliche Dickicht der neuen und neuesten Fadhliteratur. Die neue Auflage 
ist etwas umfangreicher als die vorhergehende. obwohl Kapitel. die iiber 
den Bereich der allgemeinen Physiologie hinausreichen. ausgeschieden 
wurden. Eine Reihe neuer Abbildungen. so elektronenmikroskopische Auf- 
nahmen von Muskelfibrillen und von Bakteriophagen, bringen das Werk 
auch illustrativ auf einen ganz modernen Stand. F. Weber (Graz). 


Kahl, Helene: Uber den Einflu8 von Schiittelbewegungen auf Struktur 
und Funktion des pflanzlichen Plasmas. Plania 39: 346—376, 1951. 


Schiittelbewegungen (Frequenz 1,66—16Hz) vermégen osmotische Zu- 
standsgréBen sowie die Intensitat physiologischer Prozesse zu andern. Die 
Permeabilitit von Rhoeo discolor fiir Wasser, Traubenzucker, Glyzerin und 
Harnstoff wird durch das Schiiiteln erhdhi. die Viskositat des Plasmas 
(Plasmolysezeit) dagegen erniedrigt. Die Quellungsgeschwindigkeit ge- 
niigend lange geschiittelter Samen von Soja hispida ist in den ersten 
90 Minuten bis iiber viermal so groB wie die der Kontrollen: nach langerer 
Quellung werden die Unterschiede geringer, die Endwerte andern sich 
durch das Schiitteln nicht. Das p,, der Blattextrakte sinkt durch das Schiit- 
teln um 0,1—0.5 Einheiten. Transpiration und Atmung werden deutlich 
erhéht, die Assimilation dagegen gesenki (Salat). — Die Veranderungen 
beim Schiitteln werden auf eine Lockerung des fibrillaren Eiweifgeriistes 
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zuriickgefiihrt, wodurch sich die erhdhie Quellungsgeschwindigkeit und die 
Permeabilitatssteigerung im Sinne der Ultrafiltertheorie erklaren;-das Ver- 
halten des Harnstoffes und des Glyzerins deuten auf Veranderungen auch 
in der lipoiden Phase hin. Die kolloidalen Veranderungen wirken sich auf 
die Enzymtiatigkeit im Sinne eines gesteigerten Abbaues aus; der ver- 
mehrte CO,-Gehalt in der Zelle wird fiir die py-Abnahme verantwortlich 
gemacht. Die so verminderte negative Uberschufladung des Eiweifgeriistes 
leitet ein Dichterwerden des Maschenwerks und damit einen der Schiittel- 
wirkung entgegenlaufenden Prozef ein, der den Normalzustand wieder- 
herstellt und zum Abklingen des Schiitteleffektes fiihrt. Der Schiitteleffekt 
entspricht also im wesentlichen den bei Reizvorgingen allgemein auf- 
tretenden Veranderungen. Auf die Tragweite der Ergebnisse fiir die Oko- 
logie der Pflanzen wird hingewiesen. O. Hartel (Graz). 


Symposium on Physiological Effects of Radiation at the Cellular Level. 
233 S. Journ. Cell. and Comp. Physiol. Vol. 39, Suppl. 2, 1952. 


Im vorliegenden Band sind neun Vortrage zusammengefaft, die auf der 
4, Jahreskonferenz der Biologischen Abteilung des Oak Ridge-National- 
laboratoriums in Zusammenarbeit mit der Atomenergiekommission am 12. 
und 13. April 1951 gehalten wurden. Blinks berichtet von iippigem und 
offenbar kaum tiefgreifend beeinfluftem Wachstum der Algen im Bikini- 
Atoll ein Jahr nach den Atomexplosionen; einzig die Katalase-Aktivitat 
ist deutlich erhéht. Boell findet keine klaren Zusammenhange zwischen 
pay ra TR ty und Atmungsgaswechsel und diskutiert die verschiede- 
nen Moéglichkeiten der Beeinflussung von Enzymsystemen durch Sirahlen. 
Diese Fragen werden in zwei weiteren Beitragen naher behandelt, und 
zwar von Dounce (Chemismus isolierter Zellbestandteile) und Green 
(organisierte Enzymsysteme), wobei aber strahlenbiologische Gesichts- 
punkte stark in den Hintergrund treten. McCutcheon berichtet von 
temporaéren Erhohungen der Permeabilitét von KapillargefaRen nach 
Rontgenbesirahlung, in der anschlieRenden Diskussion teilt Furth Beob- 
achtungen iiber gesteigerte Fragilitit des Endothels und den Durchtriti von 
Blutkérperchen durch die Kapillarwinde (Auftreten von Hamorrhagien) 
nach Einwirkung ionisierender Strahlung mit. Zwei Beitrige (Parpart- 
Green und Sheppard-Stewart) befassen sich mit der Permeabilitat 
von Erythrozyten (Verlust der Speicherfahigkeit fiir Kalium nach Ein- 
wirkung ionisierender Strahlung), zwei weitere Artikel mit der Funktion 
von Nerven (Nachmansohn) und der Zytologie des Auges (v. Sall- 
mann). O. Hartel (Graz). 


The Chemistry and Physiology of the Nucleus. Proceedings of the Sym- 
posium held August, 1951 by the Biology Department Brookhaven Na- 
tional Laboratory. Expt. Cell Res. Supplement 2. XIX + 402 S., 116 
Abb. Academic Press Inc., Publ., New York 1952. 


Ohne aut die zahlreichen Beitrage und die mitgeteilten Diskussions- 
bemerkungen im einzelnen einzugehen, seien hier nur einige Hinweise 
auf protoplasmatische Belange der behandelten Themen gegeben. 
So hat K. G. Stern (Problems in Nuclear Chemistry and Biology, 1—15) 
unter anderem das physiko-chemische Verhalten von Desoxyribonuclein- 
siure und -nucleoproteinen behandelt und Gréfe und Form der Molekeln 
und ihre Beziehung zu Polymerisationsgrad, Schallschwingungen, Dissozia- 
tion, Sedimentationskonstante, Lésungszustand u. a. untersucht: Die Pro- 
teinsynthese als zweiphasige Reaktion schildern F. Haurowitz und 
Ch. F. Crampton (45—57); auf das Zusammentreten von Aminosduren 
zu einem artspezifischen Peptidmuster (nach zwei verschiedenen Typen). 
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folgt die Faltung der Polypeptidketien zu einer dreidimensionalen Molekel. 
Methodisch sehr beachtenswert sind Untersuchungen von M. J. Moses 
(Quantitative Optical Techniques in the Study of Nuclear Chemistry, 
75—94), welche Prinzipien al Methoden der Zellspektrophotometrie be- 
handeln, allerdings eine umfangreiche Apparatur zur Voraussetzung haben. 
Die seit Riickert (Anat. Anz. 7, 107, 1892) bekannten ..lampbrush“-Chromo- 
somen von Triturus, die auch Ref. als ideales Objekt zur Fortsetzung seiner 
photoelektrischen Anisotropiemessungen an Chromosomen von Drosophila 
(La Cellule 54, 341, 1952) benutzte, werden von J. G. Gall (95—102) zu 
Untersuchungen mit Phasenkontrast und nach Feulgenfarbung empfohlen. 
Enzyme des Kernes und ihre histochemische Darstellung sind Gegenstand 
mehrerer Mitteilungen von A. L. Dounce (103—122) und A. B. Novi- 
koff (123—143), wahrend die anorganischen Bausteine der Kerne von 
D. F. Poulson und V. T. Bowen (161—180) und die Nucleinsaiuren nach 
ihrem Metabolismus von A. Bendich (181—199), nach ihrem spezifischen 
Aufbau von G. R. Wyatt (201—217) und nach ihrer chemischen Beein- 
flussung durch Roénigenstrahlen von G. Scholes und J. Wei (219—244) 
besprochen werden. Die Empfindlichkeit von Kernen und verschiedenen 
Mitosestadien gegen ionisierende Strahlungen, insbesondere ihre Beziehun- 
gen zu chromosome breakage und anderen Kernstérungen, werden in einer 
Mitteilung von A. H. Sparrow, M. J. Moses und R. J. Dubow (245—267) 
gepriift. Synthesen von Desoxyribonucleinsiure und von Proteinen des 
Chromosoms sind durch S. R. Pele und A. Howard (269—278) mitiels 
Autoradiographien (s. Brit. J. Radiol. 23, 184 und 474, 1950) untersucht 
worden, und die effects of purines and other chemotherapeutic agents on 
nuclear and function werden einerseits an Wurzelspitzenzellen (Allium), an- 
dererseits an Kulturen in vitro von Mausegeweben durch J. J. Biesele, 
R. E. Berger, M. Clarke, und L. Wei (279—303) beschrieben. Die von 
Sh. Inoué (305—318) dargelegien langenverkiirzende und _ struktur- 
andernde Wirkung von Colchicin auf die Mitosespindel ist wegen An- 
wendung der polarisationsmikroskopischen Technik interessant. (Ref. fin- 
det seine Auffassung des Objekts, iiber die er in Neapel berichtete, vollauf 
bestatigt; s. Pubbl. Staz. Zool. Napoli 23, Suppl., 147, 1951.) Bemerkenswert 
sind aber auch die nicht weiter angefiihrten rein morphologischen Arbeiten 
von J. Schultz iiber gegenseitige Abhangigkeiten von Kern und Plasma, 
von A. W. Pollister iiber Nucleoproteine, wie die griindlichen Diskus- 
sionen iiber Kernverhaltnisse bei Bakterien, iiber die Mitteilungen von 
E. D. Delamater, M. E. Hunter und St. Mudd (319—343) und 
R. D. Hotchkiss (383—390) vorliegen und neben anderen Berichten iiber 
Bakieriophagen (Fr. W. Puttnam) und Virusteilchen (L. M. Kozloff) 
Beachiung heischen. Wertvoll werden die zusammengestellten Berichte da- 
durch, daf bei den dargelegten Untersuchungen die modernsten Me- 
thoden bevorzugt zur Anwendung gekommen sind. Nicht zum wenigsten 
zur Information iiber jiingst in Brauch gekommene Verfahren wird das 
gut ausgestattete Buch helfen kénnen, und das um so mehr, als nicht allein 
von den Berichterstattern und Diskussionsrednern, sondern auch von den 
vielen Teilnehmern des Symposions die Adressen gesammelt mitgeteilt 


werden. H. H. Pfeiffer (Bremen). 
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